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Resumo 
O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes tratamentos enzimáticos em 
bagaço e em sementes provenientes de resíduos vitivinícolas como estratégia para melhorar a 
eficiência de extração de compostos bioativos, visando à obtenção de um produto com 
propriedades antioxidantes. Neste estudo, foram avaliados os efeitos de algumas variáveis 
importantes no processo de hidrólise enzimática (preparações enzimáticas, temperatura de 
incubação, tempo de hidrólise e pH da reação) de farinhas de bagaço e de sementes de uva na 
recuperação de compostos antioxidantes, utilizando diferentes tipos de planejamentos 
estatísticos e cinética de extração enzimática. Inicialmente, foi realizado um Delineamento 
Composto Central Rotacional (23), no qual foram avaliados os efeitos da temperatura de 
incubação, pH da reação e diferentes proporções das enzimas pectinase e celulase (Multifect® 
Pectinase FE e Celluclast® 1.5L, respectivamente). Dentre as variáveis independentes 
avaliadas, a temperatura de incubação demonstrou o maior efeito positivo e significativo (p ≤ 
0,10) sobre as propriedades antioxidantes dos extratos produzidos, havendo assim, aumento 
nos valores de atividade antioxidante medidos pelos métodos ABTS·+ e FRAP nos extratos de 
bagaço de uva. Em uma segunda etapa, foram estudadas diferentes faixas de temperatura de 
incubação, pH da reação, tempo de hidrólise e concentração de Multifect® Pectinase FE nas 
propriedades antioxidantes dos extratos de bagaço de uva, usando o Delineamento Composto 
Central (24). Neste delineamento, além da temperatura, o pH foi uma das variáveis mais 
importantes no processo. De forma geral, as condições mais adequadas foram definidas como: 
concentração de pectinase de 2% (v:v), temperatura de incubação de 50 ºC e pH da reação de 
5, independentemente do tempo de hidrólise. Posteriormente, foi realizado um delineamento 
experimental de misturas para avaliar o efeito de diferentes preparações enzimáticas nas 
propriedades antioxidantes dos extratos de bagaço e sementes de uvas. As propriedades 
antioxidantes dos extratos de bagaço foram maiores do que os de sementes de uva. O emprego 
de misturas de enzimas com 0,17% de Multifect® Pectinase FE, 0,66% de Celluclast® 1.5L e 
0,17% de Flavourzyme® 500L) foram mais eficientes do que as enzimas aplicadas de forma 
isolada na obtenção de extratos antioxidantes de bagaço. Por outro lado, para os extratos de 
sementes de uva, a aplicação somente da Flavourzyme® 500L proporcionou o melhor 
resultado. Adicionalmente, foram observados efeitos significativos (p ≤ 0,05) da concentração 
das enzimas e do tempo de reação de hidrólise. Os extratos do bagaço e das sementes de uva 
provenientes de farinhas hidrolisadas com 1,5% (v:v) de uma mistura enzimática (Multifect® 
Pectinase FE, Celluclast® 1.5L e Flavourzyme® 500L) ou apenas da Flavourzyme® 500L 
durante 60 minutos, respectivamente, apresentaram os maiores potenciais antioxidantes. 
Portanto, os extratos obtidos nas melhores condições do processo de hidrólise enzimática de 
resíduos vitivinícolas, principalmente o bagaço (cascas, sementes e polpa residual), 
apresentaram excelentes propriedades biológicas, representando uma fonte de compostos 
fenólicos antioxidantes benéficos à saúde e que podem ser explorados pelos diferentes setores 
industriais, na produção de ingredientes funcionais, insumos e suplementos alimentares, 
medicamentos e cosméticos. 
Palavras-chave: Vitis labrusca, bagaço, sementes, farinhas, extratos, fenólicos, pectinase, 
celulase, protease. 
Abstract 
The objective of this work was to evaluate the effect of different enzymatic treatments on 
pomace and seeds from agroindustrial wastes as a strategy to improve the extraction 
efficiency of bioactive compounds aiming to obtain a product with antioxidant properties. In 
this study, the effects of some important variables on the enzymatic hydrolysis process 
(enzymatic preparations, incubation temperature, hydrolysis time and reaction pH) of grapes 
pomace and seeds flours on the recovery of antioxidant compounds were evaluated using 
some statistical planning and enzymatic extraction kinetics. Initially, a Central Composite 
Rotational Design (23) was performed, in which the effects of incubation temperature, 
reaction pH and different proportions of pectinase and cellulase enzymes (Multifect® 
Pectinase FE and Celluclast® 1.5L, respectively) were evaluated. Among the independent 
variables evaluated, incubation temperature showed the greatest positive and significant effect 
(p ≤ 0.10) on the antioxidant properties of the extracts produced, having thus, increasing the 
antioxidant activity values measured by ABTS·+ and FRAP methods from grape pomace 
extracts. In a second step, different incubation temperature ranges, reaction pH, hydrolysis 
time and Multifect® Pectinase FE concentration in the antioxidant properties of grape pomace 
extracts were studied using the Central Composite Design (24). In this design, besides 
temperature, pH was one of the most important variables in the process. In general, the most 
suitable conditions were defined as pectinase concentration of 2% (v:v), incubation 
temperature of 50 ºC and reaction pH of 5, regardless of the hydrolysis time. Subsequently, an 
experimental design of mixtures was carried out to evaluate the effect of different enzymatic 
preparations on the antioxidant properties of grape pomace and seed extracts. The antioxidant 
properties of pomace extracts were higher than those of grape seeds. Enzyme mixtures with 
0.17% Multifect® Pectinase FE, 0.66% Celluclast® 1.5L and 0.17% Flavourzyme® 500L were 
more efficient than enzymes applied alone to obtain antioxidant pomace extracts. On the other 
hand, for grape seed extracts, the application of Flavourzyme® 500L only provided the best 
result. Additionally, significant effects (p ≤ 0.10) of enzyme concentration and hydrolysis 
reaction time were observed. Grape pomace extracts from hydrolyzed flours with 1.5% (v:v) 
of an enzymatic mixture (Multifect® Pectinase FE, Celluclast® 1.5L and Flavourzyme® 500L) 
or of Flavourzyme® 500L only, respectively, during 60 minutes of incubation, showed the 
highest antioxidant potentials. Therefore, the extracts obtained under the best conditions of 
the enzymatic hydrolysis process of agroindustrial wastes, mainly pomace (skin, seeds and  
residual pulp), presented excellent biological properties, representing a source of phenolic 
antioxidant compounds beneficial to health and that can be explored by different industrial 
sectors, in the production of functional ingredients, food inputs and supplements, medicines 
and cosmetics. 
Keywords: Vitis labrusca, pomace, seeds, flour, extracts, phenolic, pectinase, cellulase, 
protease. 
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1. Introdução 
O Brasil foi o terceiro maior produtor de frutas do mundo, em 2017, e o décimo 
na produção de uvas (FAOSTAT, 2020). O cultivo da videira destacou-se no agronegócio 
brasileiro com produção de 1,7 milhão de toneladas de uvas, onde 48,74% foram destinadas 
ao processamento e 51,26% ao comércio da fruta in natura (KIST et al., 2018a). 
Atualmente, a vitivinicultura está presente em 10 estados brasileiros, com maior 
representatividade no Rio Grande do Sul, Planalto Catarinense, Paraná, interior de São Paulo 
e no Nordeste do País, na região do Vale do São Francisco (CARVALHO et al., 2016). Em 
2018, a Região Sul foi responsável pela maior produção, com 58% da safra total, enquanto o 
Nordeste, segunda maior região produtora, contribuiu com 31,5% (KIST et al., 2018b).  
O processamento de vinhos, sucos e derivados no Rio Grande do Sul, em 2018, 
que é parâmetro para o Brasil, foi de 542,15 milhões de litros, distribuídos em 218,3 milhões 
de litros de vinhos de mesa e 38,7 milhões de vinhos finos. A quantidade de suco de uva 
(integral e concentrado) chegou a 189,87 milhões de litros. No Nordeste, o Vale do São 
Francisco se destaca com maior produção de uvas de mesa (Vitis vinífera L.), onde é possível 
colher até duas safras e meia por ano, especialmente as variedades sem sementes voltadas ao 
mercado externo. Também há na região produção de uvas destinadas à elaboração de vinhos, 
espumantes, e empreendimentos voltados à produção de uvas para suco (MELLO, 2017; 
KIST et al., 2018b).  
O segmento de sucos de uvas no Brasil vem crescendo nos últimos anos. A 
popularização das informações sobre os efeitos benéficos desse produto para a saúde humana 
tem contribuído para os aumentos crescentes de consumo per capita no Brasil. A produção de 
suco de uvas no país é totalmente realizada a partir de cultivares de uvas americanas, como V. 
bourquina e híbridas de V. labrusca. Com exceção das cultivares Niágara Rosada e Niágara 
Branca, que no Brasil têm tripla finalidade (mesa, sucos e vinhos de mesa), as demais são 
uvas tintas, principalmente pretas azuladas, sendo que a maioria é considerada uma 
importante fonte de compostos fenólicos (RITSCHEL et al., 2018). 
A escolha por uma ou outra cultivar irá depender do objetivo da produção, seja 
para a elaboração de sucos integrais, ou mesmo concentrados. Para elaboração de suco 
integral, uma alternativa é a elaboração do suco em cortes ou misturas, de forma que a 
combinação das principais caraterísticas de cada cultivar resulte em um produto com a melhor 
qualidade possível. O uso deste recurso para correção do suco quanto à qualidade sensorial já 
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é bastante difundido por agroindústrias vitivinícolas localizadas na região do Vale São 
Francisco, onde empregam 20% de uvas tintureiras (‘BRS Violeta’ ou ‘BRS Cora’) 
combinadas com 80% de uvas ‘Isabel Precoce’ (MAIA et al., 2013). 
Durante o processo de produção dos sucos ou dos vinhos é gerada uma grande 
quantidade de resíduos da uva. Atualmente, novos processos para o aproveitamento dos 
resíduos gerados pelas agroindústrias vitivinícolas estão sendo buscados, com o objetivo de 
converter estes substratos em outros bioprodutos (JELLEY et al., 2016; ANDONOVIC et al., 
2014). A recuperação de compostos bioativos a partir destes resíduos é uma das alternativas 
que pode resultar na obtenção de ingredientes ou produtos com alto valor agregado (KABIR 
et al., 2015). Os bagaços e as sementes de uva são resíduos vegetais com potencial de uso 
pelas indústrias alimentícia, farmacêutica e cosmética.  
As cascas e as sementes presentes nos bagaços das uvas são ricas em 
antioxidantes fenólicos, como os ácidos fenólicos, flavonoides, procianidinas, antocianinas e 
resveratrol. Estudos revelaram que estes compostos são considerados os principais 
responsáveis por muitos benefícios à saúde, exibindo propriedades anti-inflamatória, 
antitrombótica, anti-hipertensiva, antidiabética, antiobesidade, anticolesterolêmica, 
antioxidante, anticarcinogênica, antimutagênica e antimicrobiana (MARTINS et al., 2017; 
TANISHA & MAJUMDAR, 2017; FERNÁNDEZ et al., 2015; SOTO et al., 2015; BIJAK et 
al., 2013; YU & AHMEDNA, 2013).  
Além dos antioxidantes fenólicos, os bagaços contêm quantidades significativas 
de lipídeos, proteínas, fibras não digeríveis e minerais. Especificamente, as sementes de uvas 
contêm de 12 a 19% de óleo, principalmente ácidos graxos essenciais, 10 a 11% de proteína, 
60 a 70% de carboidratos não digeríveis e ainda, quantidades significativas de antioxidantes 
não-fenólicos, como tocoferóis e β-caroteno (YU & AHMEDNA, 2013; FANTOZZI, 1981).  
A extração desses compostos a partir dos resíduos do processamento do suco e do 
vinho pode ser realizada por diversos procedimentos. Segundo Azmir et al. (2013), a maioria 
dos métodos de extração de compostos bioativos de materiais vegetais baseia-se no uso de 
diferentes solventes, no emprego do calor, e/ou ainda, na combinação destes métodos. 
Os métodos de extração com solventes orgânicos e a hidrodestilação são bastante 
utilizados para a obtenção de extratos de diversas matrizes vegetais. Essas técnicas geralmente 
envolvem altas temperaturas de processo, o que pode ocasionar a destruição de compostos 
termossensíveis e, além disso, os resíduos dos solventes orgânicos utilizados podem ser 
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prejudiciais à saúde e ao meio ambiente (BE-JEN et al., 2004). A extração assistida por 
enzimas (EAE) é uma técnica de “extração verde”, que por sua vez, é baseada na aplicação de 
processos de extração com baixo consumo de energia, bem como o emprego de solventes 
alternativos não tóxicos, e ainda, o uso de produtos naturais de fontes renováveis de energia, 
garantindo um extrato ou bioproduto seguro e de alta qualidade (CHEMAT et al., 2012).  
A hidrólise enzimática é uma tecnologia amplamente aplicada no processamento 
vegetal com a finalidade de clivar as cadeias polissacarídicas da parede celular, utilizando-se 
diferentes enzimas, tais como as pectinases, α-amilases, tanases, celulases, hemicelulases e 
proteases (AZMIR et al., 2013; ARAÚJO et al., 2019). Essas enzimas aumentam o 
rendimento da extração de compostos bioativos presentes nos materiais vegetais, como 
compostos fenólicos, carotenoides, vitaminas e ácidos graxos (NATH et al., 2016; 
NAKNAEN, 2017). Contudo, estudos reportando o emprego da tecnologia de EAE e seus 
efeitos sobre as propriedades antioxidantes dos extratos elaborados a partir de resíduos 
vitivinícolas, especialmente provenientes da produção dos sucos são poucos relatados. 
Algumas pesquisas têm avaliado a obtenção de extratos do bagaço e das sementes 
de uva gerados a partir da produção dos vinhos utilizando diferentes métodos. Contudo, a 
maior parte destes estudos ainda emprega a extração utilizando solventes orgânicos, que na 
maioria das vezes são potencialmente tóxicos ao homem e ao meio ambiente, com exceção 
dos solventes geralmente reconhecidos como seguros (GRAS, Generally Recognized As 
Safe), como é o caso do etanol (PINELO et al., 2005; TOMAZ et al., 2016; PINTAĆ et al., 
2018; ARACAVA, 2018). Assim, é imprescindível a adoção de tecnologias sustentáveis, 
como por exemplo, as técnicas biotecnológicas que permitam maior rendimento em 
compostos bioativos nos extratos de bagaço e sementes de uva. 
Levando-se em consideração o atual crescimento do setor da vitivinicultura no 
semiárido brasileiro, bem como o potencial de aproveitamento dos resíduos e subprodutos 
gerados no processamento do suco, o presente trabalho visou utilizar a EAE na obtenção de 
extratos com propriedades antioxidantes de bagaço e de sementes da uva. Os coprodutos 
obtidos e os novos insumos empregados a partir da tecnologia de EAE poderão, ainda, 
apresentar impacto ambiental positivo, reduzindo a disposição destes resíduos no meio 
ambiente além da possibilidade de exploração pela indústria de alimentos no desenvolvimento 
de novos produtos que atendam a públicos específicos com apelo à alimentação saudável. 
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2. Objetivos  
2.1. Objetivo geral 
Avaliar o efeito do tratamento enzimático em bagaço e em sementes provenientes 
de resíduos vitivinícolas como estratégia para melhorar a eficiência de extração de compostos 
bioativos, em relação ao processo de extração puramente aquoso; e a obtenção de um produto 
com propriedades antioxidantes. 
2.2. Objetivos específicos 
 Obter as farinhas de bagaço e de sementes de uva e submetê-las ao tratamento 
com enzimas de diferentes atividades catalíticas para a produção dos extratos com 
propriedade antioxidantes. 
 Estabelecer as condições de hidrólise enzimática (tipo e concentração da enzima, 
misturas de enzimas, temperatura de incubação, tempo de hidrólise e pH da reação) mais 
adequadas para produção de extratos com propriedades antioxidantes de bagaço e de sementes 
de uva. 
 Analisar os teores de compostos fenólicos totais e as propriedades antioxidantes 
(ABTS·+, DPPH e FRAP) dos extratos dos bagaços e das sementes nas melhores condições do 
processo de hidrólise. 
 Realizar um estudo cinético de extração de compostos fenólicos e propriedades 
antioxidantes dos extratos obtidos de bagaço e sementes de uva. 
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3. Revisão Bibliográfica 
3.1. Resíduos, subprodutos e coprodutos agroindustriais  
O aumento da produção de alimentos tem levado ao crescimento da geração de 
resíduos, coprodutos e subprodutos agroindustriais. Segundo Evangelista (2005), os resíduos 
agroindustriais podem ser entendidos como os restantes das matérias primas não aproveitadas 
na elaboração dos produtos alimentícios, e estes remanescentes, caso sejam transformados 
industrialmente a fins específicos, são conhecidos como subprodutos.  
Alguns resíduos são considerados coprodutos por terem um uso benéfico até o 
ponto de diferenciação do produto como, por exemplo, a compostagem ou a ração. No 
entanto, muitos dos resíduos, subprodutos e coprodutos podem ser fontes naturais e potenciais 
de reaproveitamento para produção de nutracêuticos e ingredientes funcionais (WALDRON, 
2004; KUMAR & CHANDRASEKARAN, 2013).  
Os resíduos gerados precisam ser tratados antes de serem descartados, o que 
demanda trabalho e custos operacionais às agroindústrias, e quando os descartes são feitos de 
forma inadequada, os resíduos podem causar prejuízos ambientais e ocasionar problemas de 
saúde pública (PELIZER et al., 2007; INFANTE et al., 2013; SARAIVA et al., 2018).  
De forma geral, os resíduos agroindustriais do processamento de produtos de 
origem vegetal apresentam em suas composições diferentes constituintes químicos, que abrem 
muitas oportunidades de agregação de valor pela aplicação do conceito de biorrefinaria. 
Biorrefinaria é uma instalação que integra processos de conversão de biomassa em 
biocombustíveis, alimentos, rações, insumos, químicos, outros materiais, e energia; tendo 
como objetivo otimizar o uso de recursos e minimizar os efluentes, maximizando os 
benefícios e os lucros e a sustentabilidade das cadeias agroindustriais (EMBRAPA 
AGROENERGIA, 2011; ROSA et al., 2011).  
Nos últimos anos, este conceito tem sido aplicado às cadeias produtivas de 
algumas culturas vegetais, como é o caso da agroindústria vitivinícola. Segundo Romeu et al. 
(2013), as aplicações tradicionais deste subproduto na utilização parcial como alimento para 
animais ou como adubo após compostagem, são pouco consistentes do ponto de vista 
econômico e representam perigos e contrariedades, resultando em impactos ecológicos 
adversos. Um dos principais problemas ambientais associado ao manejo desses resíduos na 
agricultura são algumas características poluidoras, tais como baixo pH e alto teor de 
substâncias fenólicas fitotóxicas e antibacterianas, as quais resistem à degradação biológica 
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no solo (BUSTAMANTE et al., 2008). O elevado nível de compostos fenólicos (taninos) 
presentes no bagaço de uva, incorporado como fertilizante no solo, pode inibir a germinação 
de sementes, devido a sua atividade alelopática (ROMEU et al., 2013).  
Desta forma, o lançamento dos resíduos ou efluentes vitivinícolas sem prévio 
tratamento no solo pode causar a deterioração do ambiente, ameaçando a saúde da população 
e a biota do local. Diferentes formas de tratamento podem ser utilizadas para os efluentes 
vitivinícolas e dentre elas destacam-se os processos físicos, químicos e biológicos 
(LECHINHOSKI, 2015). 
Mesmo que os resíduos vitivinícolas sejam submetidos a um tratamento e 
aplicados diretamente na alimentação de animais ou como fertilizantes na agricultura, os 
componentes de alto valor agregado contidos neles seriam subaproveitados. Os resíduos 
agroindustriais, em sua maioria, possuem alto valor nutritivo, sendo fontes de proteínas, 
carboidratos, fibras e compostos bioativos (YU & AHMEDNA et al., 2013; SAGAR et al., 
2018). Com a tecnologia adequada, os resíduos vitivinícolas poderão ser convertidos em 
produtos comerciais ou matérias primas em processos secundários, tendo potencial de 
reaproveitamento pelas indústrias alimentícias, farmacêuticas e químicas na produção de 
produtos com alto valor agregado (PELIZER et al., 2007; SARAIVA et al., 2018).  
Como alternativa especificamente para a indústria de alimentos, os resíduos 
vitivinícolas poderiam ser explorados somente após o processo de recuperação dos compostos 
de maior valor agregado como, por exemplo a farinha do bagaço, o óleo da semente e os 
extratos ricos em fibras ou em compostos bioativos (TONON et al., 2018). 
3.2. Compostos bioativos de fontes vegetais 
A busca por compostos bioativos a partir de fontes vegetais, inclusive resíduos 
agroindustriais, tem sido impulsionada pela pesquisa científica destas moléculas específicas 
contra uma vasta gama de doenças. De acordo com Silva et al. (2016), a incorporação de 
aditivos alimentares de fontes naturais tornou-se uma das mais importantes tendências na 
indústria de alimentos, devido às evidências que correlacionam a dieta e as doenças crônicas 
com a aplicação de aditivos químicos sintéticos nos alimentos ingeridos.  
Os compostos bioativos presentes nos vegetais podem ser considerados como 
metabólitos secundários e outras moléculas não essenciais para o metabolismo primário nas 
quais exercem efeitos farmacológicos e toxicológicos nos animais (WINK & SCHIMMER, 
1999; BERNHOFT, 2010; HAYES & TIWARI, 2015).  
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Segundo Dias et al. (2012), os metabólitos secundários, em geral, não são 
necessários para o crescimento, o desenvolvimento ou a reprodução das plantas e são 
produzidos, quer como resultado da adaptação do organismo a seu meio ambiente, quer como 
mecanismo de defesa contra predadores. A biossíntese de metabólitos secundários é realizada 
por rotas metabólicas específicas do organismo, ocorrendo estreita relação entre essas rotas e 
aquelas responsáveis pela síntese de metabólitos primários (CASTRO et al., 2004).  
Os produtos primários, como os carboidratos, os lipídios, as proteínas, os 
aminoácidos, a clorofila e os ácidos nucleicos, são comuns a todas as plantas e estão 
envolvidos nos processos metabólicos que desempenham uma função essencial no vegetal, 
tais como a fotossíntese, a respiração e o transporte de solutos (BRISKIN, 2000; 
IRCHHAIYA et al., 2015). Além disso, os metabólitos primários ainda fornecem moléculas 
que serão utilizadas como precursoras nas principais rotas de síntese de metabólitos 
secundários, conforme visto na Figura 1 (TAIZ & ZEIGER, 2009). 
Os metabólitos secundários são restritos a pequenas moléculas, contudo a planta 
produz numerosos outros compostos estruturalmente muito mais complexos que têm efeitos 
fisiológicos benéficos ou adversos em animais (ACAMOVIC & BROOKER, 2005; DEVIKA 
& KOILPILLAI, 2012). Alguns carboidratos de fontes vegetais, tais como os fruto-
oligossacarídeos e a inulina, atuam como fibras não digeríveis (prebiótica) que estimulam 
seletivamente o crescimento e/ou a atividade de uma ou um número limitado de bactérias 
benéficas (probióticos) no cólon humano (HAYES & TIWARI, 2015). Outras moléculas, 
como os peptídeos, são reconhecidas por suas propriedades multifuncionais, como 
antioxidante, antiadipogênicas, anti-hipertensivas e antimicrobianas (CASTRO et al., 2016). 
A composição e a distribuição dos metabólitos secundários nos vegetais são 
determinadas por diversos fatores bióticos e abióticos (GOBBO-NETO & LOPES, 2007). Os 
metabólitos representam uma interface química entre as plantas e o ambiente. Os estímulos 
decorrentes do ambiente, no qual a planta se encontra, podem redirecionar a rota metabólica, 
ocasionando a biossíntese de diferentes compostos nos vegetais (MORAIS, 2009). 
Dentre os fatores de ordem biótica e abiótica que influenciam na composição das 
matérias primas e dos seus resíduos agroindustriais, podem-se ressaltar o genótipo  vegetal 
(espécie, variedade e híbrido); as condições edafoclimáticas de cultivo; as interações 
planta/microrganismos, planta/insetos e planta/planta; o estádio de maturação; as práticas 
culturais; os procedimentos realizados durante a colheita, a pós-colheita e o processamento 
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dos produtos vegetais, e ainda, os tratamentos empregados após a geração dos resíduos 
(físicos, químicos, microbiológicos e enzimáticos), entre outros processos (TAVARES et al., 
1998; WOICIECHOWSKI et al., 2002; BENNEMANN et al., 2018; CONESA et al., 2018; 
DIAS, 2018; RIBEIRO et al., 2018; RUÍZ-GARCÍA et al., 2019). É válido ressaltar que estes 
fatores podem apresentar correlações entre si, não atuando isoladamente, podendo exercer 
influência conjunta no metabolismo secundário (MORAIS, 2009).  
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Figura 1. Uma visão simplificada das principais rotas de biossíntese de metabólitos 
secundários. 
Fonte: adaptado de Mendoza & Silva (2018). Anexo I. 
 
Neste sentido, considerando-se a grande variedade de metabólitos secundários e 
suas funções ecológicas associadas a sobrevivência das plantas e seus efeitos à saúde humana, 
esses compostos podem ser classificados, de acordo com Croteau et al. (2000), em três 
categorias principais: terpênicos, nitrogenados e fenólicos. Uma vez que os fenólicos são os 
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principais compostos antioxidantes representativos em resíduos vitivinícolas, algumas 
particularidades desses componentes serão mencionadas na seção seguinte.  
3.3. Compostos fenólicos 
Os compostos fenólicos estão entre as classes de substâncias naturais mais 
estudadas, por suas propriedades bioativas, sendo naturalmente produzidas pelas plantas e 
mostrando uma imensa diversidade estrutural e química (DIAS et al., 2016). 
Os compostos fenólicos são geralmente produzidos como um mecanismo 
defensivo contra um ataque ou dano ao tecido da planta ou em resposta quando esta planta é 
submetida a ambientes estressantes, como por exemplo, condições adversas de temperatura e 
luz durante as fases de cultivo, colheita e pós-colheita (KAYS, 1997; BLANCQUAERT et al., 
2019). Esses compostos são normalmente encontrados em tecidos e órgãos específicos e em 
estágios particulares de desenvolvimento da planta (CROTEAU et al., 2000). Existem 
milhares de compostos fenólicos diferentes em termos de estrutura que, assim, apresentam 
várias atividades biológicas diferentes, dependendo também da concentração em que são 
consumidos (QUIDEAU et al., 2011). 
Os compostos fenólicos podem ser encontrados em uma variedade de alimentos, 
como as frutas, cereais, legumes e bebidas e sua distribuição não é uniforme nos tecidos 
vegetais. Enquanto os fenólicos insolúveis estão ligados às paredes celulares, os fenólicos 
solúveis são encontrados nos vacúolos (LIEN et al., 2016).  
De acordo com Ozcan et al. (2014), os fenólicos mais abundantes na dieta diária 
não são necessariamente aqueles que têm a melhor biodisponibilidade. Por exemplo, os ácidos 
hidroxicinâmicos são encontrados em altas concentrações nos alimentos, mas a esterificação 
diminui sua absorção intestinal. Ribas-Agustí et al. (2018) mencionaram que os compostos 
fenólicos devem ser liberados da matriz durante a digestão em uma forma absorvível 
(bioacessível) e finalmente absorvidos e transferidos para a corrente sanguínea 
(biodisponível), e assim, exercendo a sua atividade biológica. A bioacessibilidade e 
biodisponibilidade dos fenólicos se devem a muitos fatores, desde a sua estrutura química e 
interações com a matriz vegetal até as condições genéticas e nutricionais do hospedeiro 
(ARNOSO et al., 2019).  
Os fenólicos são derivados do ácido chiquímico ou ácido mevalônico. Os diversos 
compostos fenólicos podem ser classificados de acordo com base no seu esqueleto carbônico: 
C6 (fenólicos simples), C6-C1 (ácidos fenólicos), C6-C3 (ácidos hidroxicinâmicos), C6-C2-C6 
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(estilbenos) e C6-C3-C6 (flavonoides) (Tabela 1). Destes constituintes, os ácidos fenólicos e os 
flavonoides são os grupos de maior importância, uma vez que desempenham funções 
significativas nas plantas e na saúde humana (SHAHIDI & NACZK, 2003; VALERO & 
SERANO, 2010; OLIVEIRA & BASTOS, 2011; SAXENA et al., 2012). 
Tabela 1. Principais grupos e subgrupos de fenólicos encontrados em produtos hortícolas. 
Grupos Subgrupos Compostos 
Fenólicos simples (C6) 
  Benzoquinonas 
Ácidos fenólicos: Ácidos hidroxibenzoicos (C6-C1) 
Ácido gálico, ácido elágico, ácido vanílico, 
ácido siríngico 
 Ácidos hidroxicinâmicos (C6-C3) 
Ácido p-cumárico, ácido cafeico, ácido 
ferúlico 
 
Estilbenos (C6-C2-C6)  
Cis-resveratrol, trans-resveratrol 
 
Flavonoides (C6-C3-C6): Flavonóis 
Quercetina, kaempferol, mircetinas, 
isoramnetina 
 Flavanóis Catequina, epicatequina, galocatequina, protoantocianidinas 
 Flavonas Apigenina, luteolina, crisoeriol 
 Flavanonas Naringenina, hesperidina, eriodictiol 
 Antocianidinas Cianidina, delfinidina, malvidina, petunidina, peonidina, pelargonidina 
 Isoflavonas Genisteína, gliciteína, daidzina e daidzeína  
Lignanas e Neolignanas (C6-
C3)2 
 
 Secoisolariciresinol, matairesinol, pinoresinol e lariciresinol 
 Fontes: Shahidi & Naczk (2003), Valero & Serrano (2010), Ballard & Maróstica Júnior (2019). 
 
Os ácidos fenólicos apresentam um grupo funcional carboxila e são divididos em 
ácidos hidroxibenzoicos e hidroxicinâmicos, derivados de moléculas não fenólicas dos ácidos 
benzoico e cinâmico, contendo sete e nove átomos de carbono, respectivamente (KHATRI et 
al., 2019; VUOLO et al., 2019). Estes ácidos existem nas plantas, usualmente, na forma de 
ésteres, a exemplo do ácido clorogênico, cuja molécula é constituída pelo ácido quínico 
esterificado ao ácido cafeico. Além disso, os ácidos fenólicos podem ser encontrados na 
forma de glicosídeos ou ligados às proteínas e a outros polímeros da parede celular e, 
raramente, como ácidos livres (DEGÁSPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004). 
O ácido hidroxibenzoico ocorre, sobretudo, na forma glicosilada. Os ácidos 
hidroxibenzoicos são componentes das complexas estruturas dos taninos hidrolisáveis e são 
menos abundantes nos vegetais consumidos pelos humanos (OLIVEIRA & BASTOS, 2011). 
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O ácido salicílico, o ácido 4-hidroxibenzóico, o ácido protocatecuico, o ácido vanílico, o 
ácido siríngico, o ácido gálico, o ácido elágico e o ácido hexa-hidroxidifênico, são alguns 
representantes da classe dos ácidos hidroxibenzoicos (VUOLO et al., 2019).  
Os ácidos hidroxicinâmicos ocorrem na forma éster associada aos ácidos 
carboxílicos, principalmente nas formas de ácido clorogênico, ácido cafeico e ácido ferúlico 
(OLIVEIRA & BASTOS, 2011). Vários estudos básicos e clínicos têm relacionado o 
consumo de ácidos hidroxicinâmicos com a redução do risco de uma variedade de doenças. O 
ácido clorogênico, por exemplo, é capaz de exercer funções essenciais na regulação do 
metabolismo da glicose e lipídeos, bem como nos distúrbios relacionados com câncer, 
esteatose hepática, diabetes e doença cardiovascular (TAJIK et al., 2017).  
Os flavonoides compreendem um grupo de compostos bioativos amplamente 
distribuídos nos vegetais, apresentando-se sob muitas variações como flavonol, flavanol, 
flavona, flavonona, antocianidina e isoflavona (Figura 2) (SILVA et al., 2010). Os 
flavonoides exercem múltiplas propriedades biológicas, incluindo atividades antioxidantes, 
antimicrobianas, anti-inflamatória e antitumoral (SAXENA et al., 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Estrutura química dos flavonoides. 
Fonte: Ballard & Maróstica Júnior (2019). Anexo II. 
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Os flavonóis constituem o subgrupo de flavonoides mais estudados, seguido dos 
flavanóis e, mais recentemente, as antocianidinas (PEREZ-VIZCAINO & FRAGA, 2018). Os 
flavonóis podem ser encontrados principalmente em vegetais, frutas e suas bebidas. Rutina, 
quercetina, kaempferol e miricetina são os compostos mais conhecidos e importantes dessa 
subclasse. Os flavonóis podem atuar como antioxidantes e proteger as biomoléculas dos 
danos oxidativos, além de prevenir a osteoporose e apresentar propriedades anti-inflamatórias 
e neuroprotetoras (GUVEN et al., 2019). 
Os flavanóis podem ser encontrados em frutas e seus derivados (sucos ou 
compotas); em sementes de cacau e o próprio chocolate; em bebidas, na forma de chás ou de 
vinhos tintos; cereais, entre outros (EFRAIM et al., 2011). As cascas e sementes de frutas e 
legumes contêm uma quantidade significativa de flavanóis, o que limita o seu consumo na 
dieta alimentar, uma vez que as cascas e as sementes destes produtos vegetais são removidas 
durante a ingestão ou o processamento (GUVEN et al., 2019). Por outro lado, as cascas e as 
sementes, sendo os resíduos resultantes do processamento, tornam-se fontes importantes de 
flavanóis, podendo ser aproveitadas na elaboração de novos produtos de alto valor agregado.  
Os flavanóis de sementes de uva têm atraído considerável atenção devido ao seu 
potencial de prevenção do câncer, redução do risco de desenvolver doenças cardiovasculares, 
cerebrovasculares e neurodegenerativas, bem como em reduzir os níveis de colesterol e 
prevenir diferentes desordens imunológicas (LIU & WHITE, 2012; BOSO et al., 2019). Entre 
os flavanóis estão as proantocianidinas, também conhecidas como taninos condensados. Vale 
ressaltar, que os taninos condensados diferentemente dos taninos hidrolisáveis, são 
oligômeros e polímeros de flavonoides, especificamente flavanóis, enquanto os taninos 
hidrolisáveis são ácidos gálicos glicosilados (SHAHIDI & NACZK, 2003).  
As antocianidinas são o maior grupo de pigmentos fenólicos responsáveis pela 
coloração vermelha, roxa e azul de muitos frutos, folhas e flores (SILVA et al., 2016). 
Quando as antocianidinas são encontradas ligadas a um açúcar elas são conhecidas como 
antocianinas. As variações na estrutura das antocianidinas são responsáveis pela existência de 
aproximadamente 600 tipos de antocianinas (PATRÍCIO, 2012). Apenas seis tipos de 
antocianinas são comumente encontrados nas plantas, que são a cianidina, a delfinidina, a 
malvidina, a pelargonidina, a peonidina e a petunidina (KHOO et al., 2017). A estrutura das 
antocianidinas mais importantes é apresentada na Figura 3. 
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Figura 3. Estrutura química das antocianidinas encontradas na natureza. 
Fonte: Kato et al. (2015). Anexo III. 
 
Algumas das principais funções das antocianinas nas plantas são a atração de 
agentes polinizadores e dispersores de sementes, além da proteção de diversos tecidos 
vegetais durante as etapas de seu ciclo de vida (CARDOSO et al., 2011). Em relação às suas 
contribuições à saúde humana e de outros animais, as antocianinas extraídas de vegetais e/ou 
de seus resíduos agroindustriais apresentam funções importantes relacionadas ao controle da 
obesidade e da diabetes, à prevenção de doenças cardiovasculares, e à melhoria das funções 
visuais e cerebrais (CARVALHO et al., 2017; CASSIDY, 2018; GUO & XIA, 2018; 
JAYARATHNE et al., 2019; NOMI et al., 2019). 
Por vários anos, os potenciais benéficos das antocianinas à saúde foram 
associados no contexto de suas propriedades antioxidantes. No entanto, estudos mais recentes 
têm demonstrado que os efeitos das antocianinas e de outros polifenóis estariam relacionados 
a mecanismos moleculares de ação, e não necessariamente dependentes de suas propriedades 
antioxidantes (TSUDA, 2012; LI et al., 2017). 
As antocianinas podem exercer atividades anti-inflamatórias, antitrombóticas, 
antioxidantes e anticancerígenas, agindo por meio de mecanismos moleculares de ação 
complexos (THOMPSON et al., 2016; TENG et al., 2017; DUARTE et al., 2018). As 
antocianinas, assim como outros polifenóis, apresentam a capacidade de interagir com as 
membranas celulares, levando a alterações em sua estrutura e nas propriedades físicas que 
podem afetar a função celular. Além disso, essas moléculas podem interagir com receptores 
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celulares, modular as atividades de enzimas e fatores de transcrição, e ainda, afetar a 
expressão de genes (KRGA & MILENKOVIC, 2019). Outros efeitos benefícios à saúde 
associados à ingestão de antocianinas na dieta alimentar foram atribuídos às propriedades 
antialérgica, antiviral, antimicrobiana, antiproliferativa e antimutagênica (SHARMA et al., 
2018). 
3.4. Bagaço e sementes de uva como fontes de compostos antioxidantes 
Nos últimos anos, houve um aumento de pesquisas na exploração dos resíduos 
agroindustriais gerados pelas atividades vitivinícolas (DROSOU et al., 2015; ZACHAROF, 
2017; MUHLACK et al., 2018; BJELICA et al., 2019). Isto se deve à crescente demanda do 
consumidor pelo uso de substâncias naturais em vez de sintéticas, bem como ao aumento da 
atenção à sustentabilidade das práticas vitícolas (DWYER et al., 2014; DÁVILA et al., 2016). 
Durante o processo de produção de vinhos e sucos de uva gera-se uma grande 
quantidade de resíduos sólidos. Os resíduos sólidos da uva oriundos do processo de 
vinificação equivalem a aproximadamente 20% do peso da uva e os resíduos oriundos da uva 
usada para elaboração de suco podem chegar a 25% (MELLO & SILVA, 2014).  
Os resíduos sólidos da uva industrializada que podem ter interesse econômico são 
o bagaço, as sementes, o engaço, as borras, os folhetos, o sarro, além do material filtrado dos 
líquidos (FERRARI, 2010). O bagaço é o principal resíduo sólido gerado durante a produção 
de vinhos e sucos, sendo constituído de polpa residual do fruto, cascas, sementes e engaços. 
Em geral, o bagaço seco é composto por 5-10% de polpa residual, 38-52% de sementes e 8-
20% de casca e engaço. A participação em percentual de cada um destes componentes no 
bagaço se deve a muitos fatores, tais como a variedade da uva, o solo, o clima, as práticas 
culturais, como a adubação e a irrigação, entre outros (CHRIST & BURRIT, 2013; BRENES 
et al., 2016; TONON et al., 2018). 
O bagaço da uva (Figura 4A), que pode ou não conter etanol, apresenta em sua 
composição compostos com atividade antioxidante, fibras, proteínas e alguns ácidos graxos 
(GRUZ et al., 2013), que por sua vez, podem ser utilizados na produção de alimentos ou 
ingredientes funcionais (SÁYAGO-AYERDI et al., 2009). Outros potenciais alternativos de 
uso comercial dos bagaços de uvas são a produção de aditivos, corantes, fibras dietéticas, 
fitoquímicos e suplementos alimentares (DWYER et al., 2014).  
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Figura 4. Resíduos vitivinícolas:  bagaço (A) e sementes (B). 
Fonte: compilação do autor (2018). 
 
A farinha do bagaço da uva apresenta alto potencial de uso na panificação e 
confeitaria, podendo ser adicionada em cereais matinais, pães, biscoitos, bolos, barras de 
cereais, produtos expandidos, geleias e sorvetes, uma vez que a farinha do bagaço é isenta de 
glúten e tem um alto conteúdo de fibra alimentar  (ISHIMOTO et al., 2009; FERREIRA, 
2010; BALESTRO et al., 2011; ACUN & GÜL, 2014; GAITA et al.,  2017).  
Os extratos do bagaço de uva vêm sendo aplicados em diversas matrizes 
alimentícias com o objetivo de aumentar o teor total de fenólicos e a atividade antioxidante 
dos produtos processados e impactar positivamente na saúde (TONON et al., 2018). Entre os 
produtos enriquecidos com extratos do bagaço de uva destacam-se os produtos lácteos 
(queijos, bebidas lácteas, leites fermentados e iogurtes), nos quais uma vez incorporados ao 
leite, melhoram as propriedades sensoriais, reológicas, microbiológicas e nutricionais (SILVA 
et al., 2015; SANTOS et al., 2017; SILVA et al., 2017a; RANADHEERA et al., 2019). Os 
extratos de bagaço de uva têm também aplicação na preservação dos alimentos, especialmente 
em produtos cárneos, atuando como antioxidantes naturais na preservação dos alimentos, em 
substituição aos antioxidantes sintéticos (AHMAD et al., 2015; ARGADE et al., 2017). 
As sementes de uva (Figura 4B) presentes nos bagaços também são fontes com 
potencial de aproveitamento e desenvolvimento de coprodutos de valor agregado para o uso 
em diferentes segmentos industriais, tanto em função dos seus lipídeos, ricos em ácidos 
graxos insaturados, como do seu conteúdo de fibras e das propriedades antioxidantes dos 
extratos (TONON et al., 2018). Conforme Passos et al. (2009), o extrato de semente de uva 
contém, usualmente, de 8 a 20% de óleo e de 10 a 20%, de componentes fenólicos.  
(B) (A) 
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Nos últimos anos, pesquisas vêm avaliando a utilização da semente obtida a partir 
do bagaço na elaboração de farinhas, óleos comestíveis, aditivos alimentares e suplementos 
nutricionais, na forma de extratos (SHAKER, 2006; LUTTERODT et al., 2011; DAVIDOV-
PARDO et al., 2013; WESELER & BAST, 2017), bem como na produção de insumos ou 
ingredientes funcionais empregados em formulações de uma variedade de alimentos, como 
pães, barras de cereais, macarrões, panquecas, cereais matinais extrusados, biscoitos, 
linguiças, salsichas e salames (HOYE JR. & ROSS, 2011; KULKARNI, et al., 2011; 
ÖZVURAL & VURAL, 2011; SOTO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013; 
SAMOHVALOVA et al., 2016; AMARIEI et al., 2018), obtendo, de forma geral, produtos 
ricos em fibras, com potencial antioxidante e bem aceitos sensorialmente. 
O óleo da semente de uva é considerado um coproduto com alto valor agregado, 
sendo atualmente comercializado como óleo comestível ou aplicado na formulação de 
cosmético. Este óleo contém em sua composição um alto teor de ácidos graxos insaturados, 
como o ácido linoleico, que representa cerca de 72 a 76% (m:m), valor superior a outros óleos 
como de girassol (60 a 62%) e de soja (50 a 55%) (CAO & ITO, 2003). 
Os extratos de farinhas de sementes de uva oriundos de resíduos vitivinícolas 
podem ser utilizados como aditivos alimentares naturais e/ou suplementos nutricionais 
(NAKAMURA et al., 2003; PERUMALLA & HETTIARACHCHY, 2011). Atualmente, o 
uso de extrato de semente de uva está se tornando mais popular por seu potencial papel 
quimiopreventivo, quimioterápico e antioxidante (BERRY et al., 2016). 
Os antioxidantes são compostos químicos que podem prevenir ou diminuir os 
danos oxidativos de lipídios, proteínas e ácidos nucleicos causados por espécies de oxigênio 
reativo, que incluem os radicais livres, ou seja, os antioxidantes possuem a capacidade de 
reagir com os radicais livres e assim restringir os efeitos maléficos ao organismo (COUTO & 
CANNIATTI-BRAZACA, 2010). 
Os radicais superóxido, peróxido de hidrogênio e hidroxila são as espécies 
reativas de oxigênio (ERO) mais comuns. Essas EROs são produzidas fisiologicamente para 
atuar como moléculas de sinalização que auxiliam o sistema imunológico e a regulação da 
homeostase. Esse mecanismo é controlado por enzimas antioxidantes, como catalase, 
glutationa peroxidase e superóxido dismutase. Uma produção excessiva de EROs leva a um 
desequilíbrio em relação aos antioxidantes, ocasionando o estresse oxidativo relacionado ao 
câncer, à diabetes Mellitus tipo 2, às doenças pulmonares e cardiovasculares, e aos distúrbios 
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neurodegenerativos (GARAVAGLIA et al., 2016). Portanto, dietas ricas em compostos 
antioxidantes (fenólicos, carotenoides, tocoferóis, vitamina C, entre outros) são importantes 
aliados na prevenção de muitas doenças relacionadas ao estresse oxidativo. 
Os compostos fenólicos são os principais compostos antioxidantes encontrados 
em bagaço e sementes de uva e seu consumo regular tem sido associado a um risco reduzido 
de várias doenças crônicas, incluindo câncer, doenças cardiovasculares e distúrbios 
neurodegenerativos. Além de exercer efeitos antioxidantes diretos, os mecanismos de ação 
pelos quais os fenólicos expressam essas propriedades benéficas parecem envolver sua 
interação com as vias de sinalização celular, expressão de genes e com uma maquinaria que 
media a função celular em condições normais e patológicas (VAUZOUR et al., 2010; 
SZWAJGIER et al., 2017).  
Além dos compostos fenólicos, outros compostos antioxidantes foram 
encontrados em bagaço e sementes de uva, como os carotenoides e os tocoferóis 
(LUTTERODT et al., 2011; ASSUMPÇÃO et al., 2015; PFUKWA et al., 2019). O consumo 
de carotenoides tem efeitos benéficos à saúde, reduzindo o risco de certas formas de câncer, 
doenças cardiovasculares e degeneração macular, entre outras. Embora os efeitos benéficos 
destes componentes sejam frequentemente atribuídos a seu possível papel como antioxidantes, 
existem muitos outros mecanismos potenciais não antioxidantes, incluindo a regulação da 
expressão gênica, propriedades antiproliferativa, modulação imunológica e hormonal 
(ELVIRA-TORALES et al., 2019; MELÉNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2019). 
No estudo realizado por Lutterodt et al. (2011), foram avaliados os teores de 
carotenoides individuais, de α-tocoferol, dos fenólicos e da capacidade antioxidante (DPPH) 
em farinhas desengorduradas e em óleos de sementes dos resíduos da vinificação, utilizando 
diferentes cultivares de uva (Chardonnay, Concord, Muscadine e Ruby Red). O β-caroteno foi 
o carotenoide presente em maiores quantidades em todas as amostras de farinhas 
desengorduradas (1,04 a 4,49 mg/g de amostra), com exceção da variedade Concord. As 
farinhas de ‘Ruby Red’ apresentaram os maiores teores de β-caroteno e de α-tocoferol (4,49 e 
2,09 mg/g, respectivamente). No entanto, nos óleos das sementes nenhum dos tipos de 
carotenoides e do α-tocoferol analisados foram detectados nas variedades estudadas. Em 
relação aos fenólicos totais e à capacidade antioxidante das farinhas desengorduradas, os 
valores foram de 5,93 a 89,6 mg/g e de 11,8 a 15 mmol TE/g, respectivamente; enquanto nos 
óleos produzidos essas variações foram de 0,16 a 0,80 mg/g e de 0,07 a 2,22 mmol TE/g. 
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Pfukwa et al. (2019) estudaram os teores de carotenoides e compostos fenólicos e 
as propriedades antioxidantes (DPPH e ORAC) de extratos elaborados a partir de dois tipos 
de resíduos da vinificação. Os extratos do bagaço apresentaram os maiores valores de 
carotenoides, de compostos fenólicos e de capacidade antioxidante (0,26 mg/g, 173,3 mg/g, 
179,5 mM TE/g e 9,84 mM TE/g, respectivamente) em comparação com os extratos obtidos 
das sementes de uva (0,21 mg/g, 99,7 mg/g, 86,0 mM TE/g e 7,7 mM TE/g, respectivamente). 
As diferenças observadas nos teores destes componentes e consequentemente, nas 
propriedades antioxidantes entre os extratos de bagaço e das sementes de uva, pode ser 
atribuída às diferenças estruturais destes tecidos vegetais.  
Os teores de compostos fenólicos totais nas diferentes partes que compõem os 
resíduos vitivinícolas, em geral, estão em maiores quantidades nas sementes, quando 
comparado com as cascas do bagaço, porém os fenólicos individuais poderão variar 
consideravelmente nestes tecidos (XIA et al., 2010; YU & AHMEDNA, 2013; FERNÁNDEZ 
et al., 2015). Em um estudo realizado por Rockenbach et al. (2011), as concentrações de 
compostos fenólicos nas sementes variaram entre 2,13 a 16,52 g CE/ 100 g (CE = 
equivalentes de catequina) e foram maiores em relação às cascas (0,66 a 1,84 g CE/100 g). 
Enquanto os extratos de sementes de uva das variedades Isabel e Pinot Noir foram ricos em 
catequina (24,12 e 27,45 mg/100 g, respectivamente) e epicatequina (17,78 e 47,50 mg/100 g, 
respectivamente), os extratos obtidos das cascas foram abundantes em antocianinas (456,52 e 
385,93 mg/100 g, respectivamente). 
Outras contribuições do potencial antioxidante de substâncias bioativas 
encontradas em resíduos da vinificação foram atribuídas às fibras dietéticas. No bagaço e na 
semente de uva são encontrados polissacarídeos não digeríveis, que constituem as fibras 
alimentares, as proteínas estruturais e os compostos fenólicos (COSTA et al., 2019a).  
O efeito antioxidante da fibra alimentar é baseado nos fenólicos ligados aos 
complexos de polissacarídeos, que são liberados no intestino e funcionam como antioxidantes 
(MÉZES & ERDÉLYI, 2018). A maioria das fibras alimentares e dos fenólicos presentes em 
frutos de uva se acumula nas cascas, nas sementes e nas polpas, que após o processamento 
industrial dos sucos e dos vinhos permanecem no bagaço (ZHU et al., 2015).  
De acordo com Iora et al. (2015), os teores de fibras dietéticas podem variar em 
44%, 48% e 52% entre os componentes químicos encontrados no bagaço de uva de nas 
variedades Tanat, Merlot e Carbenet, respectivamente. Os bagaços de uvas ‘Cabernet 
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Sauvignon’, além de apresentar os maiores teores de fibras dietéticas, tiveram os maiores 
valores de fenólicos totais e de capacidade antioxidante (DPPH e ABTS·+). 
Costa et al. (2019b) avaliaram os teores de fibras antioxidantes, propriedades 
antioxidantes e outros componentes químicos em extratos de bagaço e de sementes de uvas 
‘Alicante Bouschet’ provenientes do processo de vinificação, detectando diferenças 
significativas na composição química entre os dois tipos de resíduos vitivinícolas. Os teores 
de fibras solúveis, insolúveis e totais, bem como de proteínas foram maiores nos extratos de 
sementes desengorduradas. Já nos extratos do bagaço, foram detectados maiores teores de 
fenólicos, taninos condensados e alta atividade antioxidante (DPPH, ABTS·+ e ORAC).  
Apesar de os extratos de sementes desengorduradas apresentarem os maiores 
teores de fibras solúveis, insolúveis e totais, as propriedades antioxidantes foram mais 
evidentes nos extratos obtidos do bagaço. Os bagaços e as sementes, cada um, exibiram mais 
de 70% de fibras dietéticas com propriedades antioxidantes, o que significa que estes 
coprodutos já têm grandes potenciais no uso como ingredientes de suplementação de fibras 
antioxidantes alimentares (BERES et al., 2016; COSTA et al., 2019; VENKITASAMY et al., 
2019).  
3.5. Técnicas de extração de compostos bioativos de fontes vegetais 
A extração é uma operação unitária que envolve a transferência de massa entre 
fases (sólido-líquido, líquido-líquido ou gás-líquido), visando recuperar os compostos 
bioativos de interesse de uma matriz vegetal por meio de processos biológicos, químicos, 
físicos ou mecânicos (TZIA & LIADAKIS, 2003; VIEIRA, 2015; ZAMBRANO et al., 2018). 
Em termos gerais, a eficiência de extração de um composto alvo geralmente é em 
função de vários parâmetros de processo. Os fatores mais importantes relacionados à 
recuperação de compostos fenólicos de matrizes vegetais são o tipo de solvente, temperatura, 
tempo de incubação, razão solvente/sólido, tamanho de partícula e pH, entre outros. O efeito 
positivo ou negativo de cada variável no fenômeno da transferência de massa, ou seja, que 
influencia o processo de extração, é específico para cada tipo de matriz vegetal. Assim, é 
importante desenvolver métodos de extração adequados para a quantificação e a identificação 
de compostos bioativos de fontes vegetais (TAKEUCHI et al., 2009). 
Nos últimos anos, vários métodos de extração não convencionais de compostos 
bioativos têm sido desenvolvidos no sentido de aumentar o rendimento global e a seletividade 
de componentes químicos de diversas matrizes vegetais, como por exemplo, as extrações 
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assistidas por ultrassom, micro-ondas, hidrólise enzimática, aquecimento ôhmico, campos 
elétricos pulsados, fluidos supercríticos, líquidos pressurizados, entre outros (POVEDA et al., 
2018; COELHO et al., 2019; GARRIDO et al., 2019; MEINI et al., 2019; PEREIRA et al., 
2019; PEZZINI et al., 2019; RAJHA et al., 2019). Por conseguinte, os métodos convencionais 
de extração, como o Soxhlet, são ainda considerados como referência para efeitos 
comparativos, quando se requer a verificação do sucesso de metodologias desenvolvidas mais 
recentemente (AZMIR et al., 2013). As limitações gerais para o uso de técnicas convencionais 
de extração são: escolha correta de solventes, polaridade dos compostos-alvo, afinidade 
molecular entre solvente e soluto, transferência de massa, uso de cosolventes, segurança 
ambiental, toxicidade e viabilidade financeira. 
Na indústria, a maioria dos extratos com propriedades bioativas de fontes vegetais 
é produzida por procedimentos convencionais de extração, que, além de altos gastos com 
energia e solventes químicos, têm efeitos prejudiciais no rendimento e na qualidade dos 
extratos devido à degradação térmica dos compostos bioativos (HUANG et al., 2013). 
Atualmente, há uma demanda crescente por novas técnicas de extração que empreguem 
menores tempos de extração e consumo de energia, que substituam os solventes orgânicos 
poluentes por outros alternativos de fontes naturais renováveis e, principalmente, que 
garantam a obtenção de extratos ou de produtos seguros e de alta qualidade (TOMAZ et al., 
2016). Como o foco principal do nosso trabalho envolve a extração assistida por enzimas, 
maiores detalhes dessa técnica serão apresentados na seção seguinte. 
3.6. Extração assistida por enzimas de compostos fenólicos de resíduos vitivinícolas 
A extração assistida por enzimas (EAE) de compostos bioativos de produtos 
vegetais é considerada uma alternativa útil e ecológica aos métodos convencionais de 
extração com solvente (TOMAZ et al., 2016). Mais de 4000 enzimas são conhecidas e 
aproximadamente 200 são utilizadas comercialmente, sendo a grande maioria de origem 
microbiana. Pelo menos 75% de todas as enzimas comercializadas são hidrolases e destas, 
90% são produzidas por microrganismos por meio de processos fermentativos. Depois das 
proteases e carboidrases, as lipases constituem o terceiro maior grupo em vendas no mundo 
(GOTTSCHALK et al., 2010; MESSIAS et al., 2011; SWEENEY & XU, 2012; 
GOTTSCHALK et al., 2013). 
A EAE tem vantagens diferentes em comparação com os métodos não 
enzimáticos, incluindo rapidez da extração, melhor rendimento, menor uso de solventes 
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orgânicos, e ainda, baixo consumo de energia (AZMIR et al., 2013). Os tratamentos mecânico 
e térmico causam a ruptura das estruturas celulares, porém, não são suficientes para a 
liberação destes componentes ligados à parede celular, ou seja, partes dos compostos 
permanecem na célula sem serem extraídos. Segundo Alam et al. (2017), a aplicação da 
maceração ou hidrólise enzimática (pré-tratamento ou tratamento) em vegetais é uma maneira 
adequada de aumentar a transferência de massa e a liberação dos compostos fenólicos e de 
outros metabólitos secundários que estavam anteriormente ligados nestas matrizes. Na Figura 
5, pode ser vista uma representação da parede celular com seus componentes estruturais e as 
interações químicas destes com redes lignocelulósicas de matrizes vegetais.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Compostos bioativos encontrados em matrizes vegetais e suas interações com redes 
lignocelulósicas na parede celular.
Fonte: Adaptado de Gil-Chávez et al. (2013). Anexo IV. 
 
Tendo em vista que a parede celular é composta de diferentes polissacarídeos 
ligados às proteínas estruturais, o extrato enzimático deve conter enzimas com diferentes 
atividades (celulases, hemicelulases, pectinases e proteases). Geralmente, o emprego de 
misturas de enzimas e/ou complexos com atividade múltipla são mais eficientes que as 
enzimas isoladas (SINEIRO et al., 1998; GOTTSCHALK et al., 2010; JORDAN et al., 2012; 
AZMIR et al., 2013; OLIVEIRA, 2014). Dentre outros parâmetros de EAE que influenciam 
diretamente a eficiência de extração de compostos bioativos, têm-se a temperatura de 
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extração, os tipos, o tempo de ação e a concentração de enzimas e o tamanho das partículas do 
material (RICOCHON & MUNIGLIA, 2010; PHAM et al., 2017). 
A EAE é uma tecnologia amplamente aplicada na recuperação de fenólicos em 
bagaço de uva provenientes da produção de vinhos. No entanto, o potencial de aplicação desta 
tecnologia em sementes presentes nestes resíduos, bem como os da produção dos sucos, 
ainda, é pouco explorado. Alguns resultados promissores foram vistos na recuperação de 
compostos bioativos com propriedades antioxidantes em bagaço de uva provenientes da 
produção do vinho (CAMARGO et al., 2016; MARTINS et al., 2017). Em relação as 
sementes de uva, a maioria das pesquisas retratam as propriedades antioxidantes destas 
matrizes obtidas dos frutos in natura (FERNÁNDEZ et al., 2015; ŠTAMBUK et al., 2016). 
Chamorro et al. (2012) avaliaram a recuperação de compostos fenólicos, a 
solubilização de carboidratos e a capacidade antioxidante de subprodutos vitivinícolas 
(bagaço e semente) após a hidrólise enzimática com Pektozyme® (pectinase), Laminex® 
(celulase) e Tannase (tanase de Aspergillus ficuum), durante 24 horas de incubação. O 
emprego da tanase nesses subprodutos e da pectinase no bagaço de uva alterou a forma da 
catequina conjugada para sua forma livre, liberando ácido gálico e aumentando a atividade 
antioxidante. No bagaço de uva, o tratamento com celulase não foi eficiente na recuperação 
dos compostos fenólicos e na melhora da atividade antioxidante. A adição de Pektozyme® e 
Laminex® ao bagaço de uva, isoladamente ou em combinação, degradou os polissacarídeos da 
parede celular, aumentando o conteúdo de monossacarídeos. 
Gómez-García et al. (2012) estudando o emprego de diferentes tipos de enzimas 
(Celluclast® 1,5L, Pectinex® Ultra e Novoferm®) nas propriedades antioxidantes do bagaço 
proveniente da vinificação, encontraram uma boa correlação entre a capacidade antioxidante 
dos extratos e os fenólicos liberados da matriz vegetal. Além disso, o aumento na atividade 
antioxidante foi associado à liberação de ácido O-cumárico na matriz vegetal pelo emprego 
das diferentes enzimas. As maiores capacidades antioxidantes registradas foram obtidas com a 
EAE por Celluclast® 1,5 L, seguido de Pectinex® Ultra e de Novoferm®, durante 12 horas de 
incubação; enquanto os fenólicos recuperados do bagaço de uva tiveram os maiores valores 
no tratamento com Novoferm®, seguido por Pectinex® Ultra e Celluclast® 1,5L. 
Em um estudo realizado por Fernández et al. (2015), foi avaliada a recuperação de 
proantocianidinas (PA) por meio da extração enzimática em cascas e sementes de uvas in 
natura, utilizando três enzimas (Pectinex® Ultra SPL, Cellulase de Aspergillus niger e 
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Tannase de A. ficuum) e suas misturas sequenciais. De acordo com os resultados, com o 
aumento da quantidade de pectinase, houve efeito favorável na recuperação de fenóis das 
cascas de uvas. O emprego de 1% da pectinase proporcionou o aumento de 2,5 vezes na 
recuperação dos fenólicos das cascas em comparação ao controle. Nas sementes de uva, as 
pectinases foram capazes de aumentar em 1,26 vez, enquanto a celulase e a tanase 
proporcionaram aumentos de 1,32 e 1,34 vez, respectivamente, a recuperação de fenólicos em 
comparação com o controle.  
Štambuk et al. (2016) estudaram a recuperação de polifenóis em sementes de uva 
in natura, a partir da extração por meio de enzimas pectinolíticas (Lallzyme EX-VTM e 
Lallzyme HCTM). As condições ótimas estimadas pela MSR foram encontradas utilizando a 
preparação enzimática Lallzyme EX-VTM, temperatura de extração de 48ºC, tempo de 
extração de 2 h e 43 minutos, pH 3,5 e dosagem enzimática de 20 mg/g.  
Ferri et al. (2016) estudaram as propriedades biológicas de extratos obtidos de 
bagaços de uva tratados com diferentes preparações enzimáticas (Pectinex® 3X, Pectinex® 
Ultra SPL, Termamyl®, Fungamyl®, Pentopan® 500BG e Celluclast® 1.5L). Entre os 
tratamentos enzimáticos, os melhores resultados quanto aos fenólicos totais e às propriedades 
antioxidantes e anticolesterolêmica dos extratos foram encontrados com o emprego de 1% de 
Celluclast® 1.5L, temperatura de incubação a 37 ºC e tempo de reação de 2 horas. 
Martins et al. (2016) avaliaram o emprego de preparações enzimáticas com tanase, 
mistura de pectinase e celulase ou a mistura das três enzimas nas propriedades antioxidantes 
de bagaços de uvas ‘Máximo IAC 138-22’ e ‘Moscato’. A hidrólise do bagaço com tanase foi 
o tratamento mais efetivo na extração dos fenólicos totais e aumento nas propriedades 
antioxidantes, com maior liberação dos fenólicos individuais ácido gálico, ácido cafeico, 
quercetina e trans-resveratrol nos extratos. O emprego da mistura de pectinase com celulase 
favoreceu o aumento da concentração de catequina nos extratos do bagaço de uva ‘Máximo 
IAC 138-22’, enquanto as procianidinas B2 foram aumentadas nos extratos de bagaço de uva 
‘Moscato’.  
Em um estudo feito por Montibeller et al. (2019), a recuperação de antocianinas 
de cascas de bagaços de oito variedades de uva tratados com diferentes preparações 
enzimáticas de Pectinex Ultra Color® (Enzima/Substrato de 0,25 a 1,25%) e temperaturas de 
incubação (40 a 50 ºC) foi avaliada. Diferentes condições de temperatura e concentrações de 
enzimas foram encontradas para distintas variedades de casca de bagaço de uva. Os melhores 
resultados foram encontrados nos extratos das cascas de bagaço de uva ‘Cabernet Sauvignon’, 
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com o emprego de 0,25% E/S e 40 ºC, em condições fixas de pH e tempo de reação de 
hidrólise (4,0 e 30 minutos, respectivamente). 
Com base nas pesquisas mencionadas anteriormente, pode-se verificar a 
necessidade da realização de mais estudos com a aplicação de enzimas comerciais com 
diferentes atividades catalíticas (pectinases, celulases e proteases) e determinação das 
melhores condições de processo, tais como tipo e concentração da enzima, temperatura de 
incubação, pH da reação, entre outros, na hidrólise enzimática de bagaço e de sementes de 
uva, com intuito de obter extratos com melhores propriedades antioxidantes. 
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4. Material e Métodos 
O fluxograma com as etapas envolvidas no processo de obtenção dos extratos com 
propriedades antioxidantes de bagaço e sementes de uva provenientes de resíduos 
vitivinícolas está representado na Figura 6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1. Resíduos da indústria vitivinícola 
Os resíduos provenientes do processamento do suco de uva foram fornecidos pela 
empresa Paluma Indústria e Comércio Ltda (Petrolina, PE). De acordo com esta agroindústria, 
os sucos e consequentemente os seus resíduos foram produzidos a partir da mistura dos frutos 
das variedades Isabel Precoce e BRS Violeta (Figura 7), cuja proporção é mantida sob sigilo. 
Figura 6. Processo de obtenção dos extratos com propriedades antioxidantes utilizando 
farinhas de bagaço e sementes de uva provenientes de resíduos vitivinícolas. 
Fatores do 
processo: 
- Tipo de enzima 
- Concentração da 
enzima 
- Mistura de enzimas 
- Temperatura 
- pH 
- Tempo de reação 
- Compostos fenólicos 
- Capacidades antioxidantes (DPPH, FRAP e ABTS·+) 
Agitação  
Paralisação da reação em banho com gelo durante 15 min 
Centrifugação (17 000 x g por 10 min a 5 °C) 
 
Recolhimento do sobrenadante do bagaço/semente hidrolisado 
Análises laboratoriais dos extratos aquosos 
Liofilização do extrato aquoso 
Hidrólise enzimática 
 
Moagem do bagaço ou das sementes 
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Figura 7. Uvas ‘Isabel Precoce’ (A) e ‘BRS Violeta’ (B): as variedades mais empregadas na 
produção de sucos por agroindústrias localizadas na região do Vale São Francisco.
Fonte: Maia et al. (2013). Anexo V. 
 
Os bagaços foram submetidos à secagem por convecção forçada de ar durante 48h 
(35 ± 2°C e 40 ± 3% de umidade relativa), sendo que as condições de temperatura e umidade 
relativa do ar foram monitoradas com Termo Higrômetro a cada 12h. 
Os bagaços secos foram transportados para o Laboratório de Bioquímica de 
Alimentos do Departamento de Ciência de Alimentos da Faculdade de Engenharia de 
Alimentos da Universidade Estadual de Campinas e estocados em freezer a -18ºC para 
separação das sementes e obtenção das farinhas.  
4.2. Obtenção das farinhas do bagaço e das sementes a partir dos resíduos vitivinícolas 
Nesse estudo, uma parte do bagaço de uva (Figura 8A) foi reservada para a 
obtenção das farinhas ou pós de sementes. Inicialmente, as sementes de uvas (Figura 8B) 
foram separadas manualmente das cascas e dos engaços, secas em estufa com circulação 
forçada de ar a 50°C durante 4h. Os bagaços secos foram moídos em moinho de facas 
(Marconi, modelo MA340, Brasil) e as sementes foram trituradas por meio de um 
multiprocessador (Nutri Ninja, modelo Revolution, Brasil). Após o procedimento para 
redução do tamanho da partícula, foram obtidas as farinhas com granulometrias inferiores a 1 
mm (peneiras 16 mesh). As farinhas de bagaço e sementes de uva (Figuras 8C e 8D) foram 
embaladas à vácuo e armazenadas em freezer (-18°C). 
 
(A) (B) 
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Figura 8. Bagaço e sementes (A e B, respectivamente) de resíduos vitivinícolas empregados 
para obtenção das farinhas (C e D, respectivamente). 
 
4.3. Obtenção dos extratos de farinhas de bagaço e de sementes de uva por hidrólise 
enzimática 
As farinhas de bagaço ou de sementes de uva (5 g) foram adicionadas ao 
Erlenmeyer contendo 50 mL de solução tampão fosfato-citrato (100 mmol/L com variação de 
pH 2 a 5,84, conforme as subseções 4.3.1/ 4.3.2) ou de solução tampão acetato (100 mmol/L, 
pH 5, conforme as subseções 4.3.3/4.3.4). As farinhas foram hidrolisadas pela adição de 
enzimas ou misturas delas de acordo com os planejamentos experimentais, que serão descritos 
com maiores detalhes nas seções seguintes. As enzimas comerciais empregadas foram 
Multifect® Pectinase FE de Aspergillus niger (divisão Genencor, Rochester, EUA), 
Celluclast® 1.5L de Trichoderma reesei (Novozymes Latin America Ltda, Araucária, Brasil) e 
Flavourzyme® 500L de A. oryzae (Novozymes Latin America Ltda, Araucária, Brasil). 
Após a hidrólise, os frascos contendo os extratos foram resfriados em banho com 
gelo por 15 minutos para a paralisação das reações enzimáticas, seguido de centrifugação (17 
000 x g por 10 minutos a 5 °C). O sobrenadante foi coletado, congelado, liofilizado e 
armazenado (-18 °C) em frascos de polipropileno até a realização das análises laboratoriais. 
Por questões operacionais, o procedimento de liofilização das amostras foi realizado apenas 
(A) (C) 
(B) (D) 
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no primeiro estudo de EAE de resíduos vitivinícolas (seção 4.3.1), uma vez que a partir dos 
resultados obtidos nesse primeiro estudo, tornou-se necessário o estabelecimento de um maior 
número de ensaios, visando encontrar as melhores condições de processo de EAE para 
obtenção de extratos de bagaço e sementes de uva com propriedades antioxidantes. 
4.3.1. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 
Neste estudo, o DCCR foi realizado para verificar os efeitos principais e 
interações das variáveis independentes temperatura de incubação, pH da reação e proporção 
entre as enzimas Multifect® Pectinase FE e Celluclast® 1.5L (pectinase e celulase, 
respectivamente). As respostas de interesse foram as propriedades antioxidantes dos extratos 
de bagaço de uva. Neste delineamento, foi utilizado o fatorial 23 completo, incluindo quatro 
pontos axiais e três pontos centrais para avaliação do erro puro, totalizando dezessete ensaios.  
A dosagem das enzimas empregadas foi de 1% (0,5 mL) sobre volume total do 
meio reacional (água) de 50 mL. Os ensaios obtidos com a hidrólise enzimática foram 
analisados comparativamente com os seus respetivos ensaios não tratados enzimaticamente 
(controle). Os níveis utilizados e os ensaios do planejamento experimental constam na Tabela 
2.   
Tabela 2. Variáveis independentes e níveis do planejamento experimental fatorial completo 
para determinação das condições de processo e recuperação de compostos antioxidantes a 
partir de resíduos da indústria de suco de uva. 
Variáveis independentes 
Níveis 
-1,68 -1 0 1 1,68 
Pectinase:Celulase (%) 0,16:0,84 0,30:0,70 0,50:0,50 0,70:0,30 0,84:0,16 
Temperatura (°C) 41,6 45 50 55 58,4 
pH 4,16 4,5 5,0 5,5 5,84 
Os dados experimentais foram ajustados a Equação 1, descrita a seguir 
(RODRIGUES & IEMMA, 2014): 
Equação 1:   ŷ = b0 + b1X1 + b2X2 + b3X3 + b11X12 + b22X22 + b33X32 + b12X1X2 + b13X1X3 + 
b23X2X3, onde:  
 ŷ representa a resposta prevista pelo modelo (propriedades antioxidantes);  
 b0 é constante da equação de regressão; 
 b1, b2 e b3 são os coeficientes de regressão lineares; 
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 b11, b22 e b33 são os coeficientes de regressão quadráticos; 
 b12, b13 e b23 são os coeficientes de regressão de termos que descrevem as interações entre 
dois componentes; 
 X1, X2 e X3 representam os valores codificados das variáveis independentes (proporção 
pectinase/celulase, temperatura e pH, respectivamente).  
4.3.2. Delineamento Composto Central (DCC)  
Neste estudo foi empregado o DCC para avaliar os efeitos principais e interações 
das variáveis independentes concentração da enzima Multifect® Pectinase FE, tempo de 
hidrólise, pH da reação e temperatura de incubação, tendo como variáveis resposta as 
propriedades antioxidantes dos extratos de bagaço de uva. Neste delineamento, foi utilizado o 
fatorial 24, incluindo três pontos centrais para avaliação do erro puro, totalizando dezenove 
ensaios. 
A concentração das enzimas empregadas variou de 0 a 2% (0 a 1 mL) sobre o 
volume total do meio reacional de 50 mL. A hidrólise enzimática do bagaço e a obtenção dos 
extratos foram conduzidas semelhantemente ao descrito no item 4.3, com exceção do 
procedimento de liofilização do extrato aquoso. Os níveis utilizados e os ensaios 
experimentais do planejamento experimental são apresentados na Tabela 3. 
Tabela 3. Variáveis independentes e níveis do planejamento experimental fatorial para 
determinação das condições de processo e recuperação de compostos antioxidantes a partir 
de resíduos da indústria de suco de uva. 
Variáveis independentes 
Níveis 
-1 0 1 
Concentração de pectinase (%) 0 1 2 
Tempo de reação (horas) 1 2 3 
pH da reação 2,0 3,5 5,0 
Temperatura de incubação (°C) 40 45 50 
 
Os dados experimentais foram ajustados à Equação 2 descrita a seguir 
(RODRIGUES & IEMMA, 2014): 
 Equação 2:   ŷ = b0 + b1X1 + b2X2 + b3X3 + b4X4 + b12X1X2 + b13X1X3 + b14X1X4 + b23X2X3 + 
b24X2X4 + b34X3X4, onde:  
 ŷ representa a resposta prevista pelo modelo (propriedades antioxidantes);  
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 b0 é constante da equação de regressão; 
 b1, b2 e b3 são os coeficientes de regressão lineares; 
 b12, b13, b14, b23, b24 e b34 são os coeficientes de regressão de termos que descrevem as 
interações entre dois componentes; 
 X1, X2, X3 e X4 representam os valores codificados das variáveis independentes 
(concentração de pectinase, tempo, pH e temperatura, respectivamente).  
4.3.3. Planejamento Experimental de Misturas (PEM) 
O PEM foi utilizado para avaliar os efeitos isolados e combinados das enzimas 
comerciais Multifect® Pectinase FE, Celluclast® 1.5L e Flavourzyme® 500L (pectinase, 
celulase e protease) sobre a hidrólise das farinhas de bagaço e de sementes de uva para a 
produção de extratos com propriedades antioxidantes. A matriz do delineamento experimental 
contendo as combinações e proporções das enzimas empregadas é apresentada na Tabela 4.   
Tabela 4. Matriz do Planejamento Experimental de Misturas para avaliação dos efeitos 
isolados e combinados de diferentes enzimas comerciais sobre a hidrólise das farinhas de 
bagaço e sementes de uva e produção de extratos antioxidantes. 
Ensaios Multifect® Pectinase FE (X1) Celluclast® 1.5L (X2) Flavourzyme® 500L (X3) 
1 1 0 0 
2 0 1 0 
3 0 0 1 
4 1/2 1/2 0 
5 1/2 0 1/2 
6 0 1/2 1/2 
7 1/3 1/3 1/3 
8 2/3 1/6 1/6 
9 1/6 2/3 1/6 
10 1/6 1/6 2/3 
 
As hidrólises enzimáticas foram conduzidas nas seguintes condições: pH do meio 
reacional 5,0, temperatura de incubação de 50°C, tempo de hidrólise de 2h e concentração 
máxima de cada enzima ou combinação delas igual a 1% (v:v). A hidrólise enzimática do 
bagaço/semente e a obtenção dos extratos foram realizadas seguindo as etapas descritas no 
item 4.3, com exceção da liofilização do extrato aquoso. 
49 
 
 
 
Os modelos quadráticos e/ou cúbicos que descrevem as interações binárias 
(Equação 3) e ternárias (Equação 4) foram gerados de acordo com o descrito a seguir 
(BARROS NETO et al., 2001):  
 Equação 3:    ŷ = b1X1 + b2X2 + b3X3 + b12X1X2 + b13X1X3 + b23X2X3, e 
 Equação 4:   ŷ = b1X1 + b2X2 + b3X3 + b12X1X2 + b13X1X3 + b23X2X3 + b123X1X2X3, onde:  
 ŷ representa a resposta prevista pelo modelo (compostos fenólicos e propriedades 
antioxidantes), e  
 b1, b2, b3, b12, b13, b23 e b123 são os coeficientes de regressão (efeitos) estimados, 
correspondentes aos componentes da mistura: pectinase (X1), celulase (X2) e protease (X3) e 
suas interações binárias e ternárias. 
4.3.4. Cinética de extração enzimática 
A cinética de extração enzimática de compostos antioxidantes do bagaço e das 
sementes de uva foi determinada pelo acompanhamento dos níveis destas variáveis 
quantificadas em 30, 60, 120 e 180 minutos de extração. Além do tempo de reação de 
hidrólise, a cinética de extração foi realizada em função da concentração da enzima (0,0; 0,5; 
1,0 e 1,5%). 
As enzimas, isoladamente ou em combinação, empregadas nas hidrólises do 
bagaço e das sementes de uva foram escolhidas com base nos melhores resultados 
encontrados no PEM. As hidrólises enzimáticas foram conduzidas em pH do meio reacional 
igual a 5,0 e temperatura de incubação de 50°C. 
4.4. Métodos analíticos 
Os extratos obtidos a partir das farinhas de bagaço e sementes de uva foram 
avaliados quanto ao teor de compostos fenólicos totais e propriedades antioxidantes de acordo 
com os métodos descritos a seguir. 
4.4.1. Compostos fenólicos totais 
A determinação foi realizada segundo Camargo et al. (2015), com pequenas 
modificações. Alíquotas de 0,5 mL dos extratos de farinhas de bagaço ou sementes de uvas 
foram misturadas com 2,5 mL de solução Folin-Ciocalteau 10% (v/v) e 2,0 mL de solução 
Na2CO3 7,5% (m/v), incubadas por 5 minutos em banho maria a 50°C na ausência de luz. A 
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absorbância final foi determinada a 760 nm em espectrofotômetro. Os resultados foram 
expressos em mg de ácido gálico equivalente (AGE) por grama de amostra (mg AGE/g). 
4.4.2. Propriedades antioxidantes 
a) Capacidade sequestradora do radical DPPH  
A capacidade sequestradora do radical DPPH foi avaliada de acordo com a 
metodologia proposta por Al-Duais et al. (2009). Alíquotas de 66 μL da solução de extratos 
de farinhas de bagaço ou de sementes de uva foram misturadas com 134 μL do radical DPPH 
(150 μmol/L) em etanol (99,5%). A mistura foi mantida durante 45 min à temperatura 
ambiente e na ausência de luz. O controle da reação foi realizado utilizando-se água destilada 
em substituição às amostras. A redução do radical DPPH foi medida a 517 nm em leitor de 
microplacas. Os resultados foram expressos como μmol de Trolox equivalente (TE) por 
grama de amostra (μmol TE/g). 
b) Capacidade sequestradora do radical catiônico ABTS·+  
A capacidade sequestradora do radical catiônico ABTS·+ foi avaliada de acordo 
com o método descrito em Al-Duais et al. (2009) com algumas modificações. A solução 
contendo o radical ABTS·+ foi preparada utilizando o composto 2,2'-azinobis- (ácido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfônico) sal de diamônio – (ABTS) na concentração de 7 μmol/L e 
persulfato de potássio (K2S2O8, 140 μmol/L). O sistema foi mantido durante 12 h em repouso, 
na ausência de luz e à temperatura ambiente, para geração do radical ABTS·+. Uma vez 
gerado o radical, a solução concentrada foi diluída em água destilada para o ajuste da 
absorbância em 0,70 ± 0,02 a 734 nm utilizando o leitor de microplacas. Alíquotas de 20 μL 
dos extratos das amostras e 220 μL da solução de radical ABTS·+ foram incubadas à 
temperatura ambiente na ausência de luz por 6 minutos. A absorbância foi medida a 734 nm 
em leitor de microplacas. A curva padrão foi preparada utilizando uma solução padrão de 
Trolox (0 a 400 μmol/L) e os resultados foram expressos em μmol TE/g de amostra. 
c) Potencial antioxidante redutor de ferro (FRAP) 
A atividade antioxidante mensurada pelo método FRAP foi realizada pelo método 
descrito por Firuzi et al. (2005). Alíquotas de 25 μL dos extratos foram misturados com 175 
μL do reagente FRAP, constituído por uma solução de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) (10 
mmol/L), cloreto férrico (20 mmol/L) e tampão acetato (0,3 mol/L) pH 3,6. A mistura 
reacional foi mantida a 37ºC durante 30 minutos na ausência de luz. A absorbância foi 
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determinada a 593 nm em leitor de microplacas. A curva padrão foi preparada utilizando uma 
solução padrão de Trolox (0 a 250 μmol/L). Os resultados foram expressos em μmol TE /g de 
amostra. 
4.5. Análise estatística dos resultados 
Os dados obtidos nos três planejamentos experimentais (DCCR, DCC e PEM) 
foram analisados estatisticamente pela Metodologia de Superfície de Resposta e Análise de 
Variância (ANOVA). Os modelos matemáticos foram gerados com base na significância dos 
Coeficientes de Regressão e dos Coeficientes de Correlação Múltipla (R2), utilizando-se o 
teste “t” (p ≤ 0,10), por meio do software Statistica®13 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA).  
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5. Resultados e Discussão 
5.1. Propriedades antioxidantes dos extratos de bagaço de uvas obtidos utilizando o 
DCCR  
Nesta etapa, os dados experimentais para as propriedades antioxidantes dos 
extratos de bagaço de uva (liofilizado) foram obtidos utilizando dezessete combinações das 
variáveis independentes pelo DCCR (Tabela 5). As propriedades antioxidantes dos extratos 
foram avaliadas utilizando os métodos DPPH, ABTS·+ e FRAP. 
De acordo com as condições utilizadas no processo de hidrólise enzimática, os 
valores da atividade antioxidante medida pelo método ABTS·+ variaram de 195,3 a 371,4 
µmol TE/g, enquanto os valores obtidos para os métodos FRAP e DPPH variaram de 212,7 a 
343,2 e de 126,5 a 145,2 µmol TE/g, respectivamente. Os valores dos pontos centrais nas três 
respostas avaliadas mostraram pequena variação, indicando boa repetibilidade do processo.  
A análise dos efeitos e das interações entre as variáveis independentes sobre as 
propriedades antioxidantes, incluindo os termos lineares e quadráticos são mostrados na 
Tabela 6. Para o método ABTS·+, somente os termos quadrático X12 (proporção 
pectinase/celulase) e linear X2 (temperatura de incubação) foram estatisticamente 
significativos em um intervalo de confiança de 90,0% (p ≤ 0,10). Em relação ao método 
FRAP, apenas o termo linear X2 foi estatisticamente significativo (p ≤ 0,10), enquanto no 
DPPH, a análise de efeitos indicou que nenhum dos termos (lineares e quadráticos), assim 
como a interação das variáveis estudadas foram estatisticamente significativos (p > 0,10). 
Alguns estudos têm demonstrado que as condições operacionais como 
concentração de enzimas, pH do sistema, temperatura e tempo de extração são críticas no 
processo de hidrólise enzimática de biomassas (BAKER & CHARLTON, 2020). Em geral, a 
extração de compostos bioativos em substratos diversos é maior quando se emprega diferentes 
combinações enzimáticas do que quando se utilizam enzimas isoladas, principalmente se estas 
exibem atividades complementares e são aplicadas em proporções adequadas, de forma a 
garantir a completa fragmentação das paredes celulares (GLIGOR et al., 2019). 
Meini et al. (2019) estudaram o processo de otimização na recuperação de 
fenólicos antioxidantes de bagaço de uva da variedade Syrah e encontraram um aumento na 
capacidade antioxidante (TEAC) em função dos acréscimos na temperatura de 25 a 45 °C e 
emprego das enzimas tanase e celulase (100 U/g de amostra), enquanto o uso de pectinase, a 
variação do pH (4,0 a 5,5) e o tempo de reação (2 a 6 h) não tiveram efeitos significativos (p > 
0,05).  
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Tabela 5. Matriz do planejamento experimental fatorial completo para determinação das condições de processo e recuperação de 
compostos antioxidantes a partir de bagaço de uva.  
Ensaios 
Variáveis independentes Propriedades antioxidantes (µmol TE/g)* 
X1 X2 X3 ABTS·+ %**  FRAP %** DPPH %** 
1 0,30:0,70 (-1) 45 (-1) 4,5 (-1) 195,3 ± 1,1 -9,16 212,7 ± 4,2 -9,02 126,5 ± 4,3 -9,19 
2 0,30:0,70 (-1) 45 (-1) 5,5 (+1) 224,8 ± 7,9 -10,51 239,8 ± 5,7 -9,03 133,0 ± 5,9 -4,66 
3 0,30:0,70 (-1) 55 (+1) 4,5 (-1) 252,1 ± 7,8 3,96 285,7 ± 6,0 8,51 133,9 ± 1,1 0,60 
4 0,30:0,70 (-1) 55 (+1) 5,5 (+1) 281,4 ± 6,7 -1,85 287,0 ± 5,1 -1,81 134,8 ± 0,9 1,05 
5 0,70:0,30 (+1) 45 (-1) 4,5 (-1) 218,7 ± 6,8 -4,41 246,3 ± 5,1 -3,37 138,2 ± 2,7 -3,29 
6 0,70:0,30 (+1) 45 (-1) 5,5 (+1) 223,4 ± 9,0 -10,71 235,9 ± 7,4 -9,58 130,2 ± 5,3 -6,13 
7 0,70:0,30 (+1) 55 (+1) 4,5 (-1) 346,3 ± 9,3 17,07 343,2 ± 9,8 15,87 142,8 ± 4,9 5,54 
8 0,70:0,30 (+1) 55 (+1) 5,5 (+1) 299,1 ± 9,8 0,23 290,7 ± 8,8 -1,39 142,31 ± 3,7 5,26 
9 0,16:0,84 (-1,68) 50 (0) 5,0 (0) 255,9 ± 9,0 -5,40 267,9 ± 4,2 -3,63 138,4 ± 5,1 -2,81 
10 0,84:0,16 (+1,68) 50 (0) 5,0 (0) 266,9 ± 4,7 -3,96 279,6 ± 1,5 -2,85 141,5 ± 1,1 -1,32 
11 0,50:0,50 (0) 41,6 (-1,68) 5,0 (0) 261,6 ± 5,7 11,41 278,8 ± 5,8 8,19 139,2 ± 5,3 6,91 
12 0,50:0,50 (0) 58,4 (+1,68) 5,0 (0) 281,1 ± 5,8 32,78 306,4 ± 3,7 32,24 138,8 ± 1,1 16,44 
13 0,50:0,50 (0) 50 (0) 4,16 (-1,68) 371,4 ± 5,7 3,02 283,3 ± 7,0 -6,87 141,5 ± 0,7 -3,35 
14 0,50:0,50 (0) 50 (0) 5,84 (+1,68) 271,4 ± 6,8 -1,56 283,4 ± 1,5 0,89 136,6 ± 1,9 2,25 
15 0,50:0,50 (0) 50 (0) 5,0 (0) 307,5 ± 9,1 -5,79 289,0 ± 0,7 -1,73 140,5 ± 1,3 -1,82 
16 0,50:0,50 (0) 50 (0) 5,0 (0) 296,8 ± 6,0 -6,78 287,6 ± 0,7 -1,91 145,2 ± 3,9 0,48 
17 0,50:0,50 (0) 50 (0) 5,0 (0) 326,6 ± 7,1 -4,05 289,7 ± 0,5 -1,66 142,9 ± 1,1 -0,63 
 X1 = Pectinase/Celulase; X2 = temperatura de incubação; e X3 = pH da reação.  
*Os resultados estão apresentados como média aritmética (n = 3) ± desvio padrão. 
**Variação percentual das respostas obtidas entre os tratamentos enzimáticos e sem o emprego de enzimas (controle). 
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Tabela 6. Coeficientes de regressão e avaliação dos efeitos de diferentes parâmetros de processo sobre as propriedades antioxidantes de extrato 
de bagaço de uva medidas pelos métodos ABTS·+, FRAP e DPPH. 
X1 = Pectinase/Celulase; X2 = temperatura de incubação; e X3 = pH da reação. 
* Efeitos estatisticamente significativos (p ≤ 0,10). L = linear; Q = quadrático. 
Fatores 
Coeficientes Erro padrão t (7) p-valor 
ABTS·+ FRAP DPPH ABTS·+ FRAP DPPH ABTS·+ FRAP DPPH ABTS·+ FRAP DPPH 
Média 312,06 289,76 143,11 22,88 12,41 2,59 13,64 23,34 55,31 0,00 0,00 0,00 
x1 (L) 11,16 8,10 2,23 10,75 5,83 1,22 1,04 1,39 1,84 0,33 0,21 0,11 
x1 (Q) -23,48 -8,69 -1,89 11,83 6,42 1,34 -1,99 -1,35 -1,41 0,09* 0,22 0,20 
x2 (L) 25,59 23,31 1,85 10,75 5,83 1,22 2,38 4,00 1,52 0,05* 0,01* 0,17 
x2 (Q) -19,99 -2,04 -2,23 11,83 6,42 1,34 -1,69 -0,32 -1,67 0,13 0,76 0,14 
x3 (L) -11,11 -2,51 -0,68 10,75 5,83 1,22 -1,03 -0,43 -0,56 0,34 0,68 0,59 
x3 (Q) -2,27 -5,29 -2,21 11,83 6,42 1,34 -0,19 -0,82 -1,65 0,85 0,44 0,14 
x1 ˟ x2 11,24 3,95 0,93 14,04 7,62 1,59 0,80 0,52 0,59 0,45 0,62 0,58 
x1 ˟ x3 -12,68 -11,40 -1,97 14,04 7,62 1,59 -0,90 -1,50 -1,24 0,40 0,18 0,25 
x2 ˟ x3 -6,52 -8,50 0,23 14,04 7,62 1,59 -0,46 -1,12 0,14 0,66 0,30 0,89 
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Zambrano et al. (2018) encontraram aumentos significativos (p ≤ 0,05) nas 
propriedades antioxidantes de bagaços de uvas ‘Othello Black’ após tratamentos com celulase 
(Rhizomucor miehei NRRL 5282), pectinase (A. niger) ou pela combinação destas enzimas. 
Nas amostras liofilizadas, somente os tratamentos enzimáticos com celulases ou combinação 
desta com pectinase proporcionaram aumento das propriedades antioxidantes avaliadas pelo 
método FRAP, em relação às amostras tratadas com pectinases ou que não receberam 
tratamento enzimático. Já para o método DPPH, apenas a adição de pectinases resultou em 
um ligeiro aumento da atividade antioxidante. Para as amostras secas em estufa (65°C, 
durante 18h), o tratamento com celulase também melhorou o os valores de atividade 
antioxidante medida pelo método FRAP em comparação ao controle sem enzimas. 
Os maiores valores de atividade antioxidante medidos pelo método ABTS.+ 
(371,44 µmol TE/g) dos extratos bagaço de uva foram detectados nas seguintes condições: 
relação de 0,50:0,50 entre Multifect® Pectinase FE e Celluclast® 1.5L (%), temperatura de 
50°C e pH 4,16 (ensaio 13) (Tabela 5). Quando estes tratamentos foram comparados com seus 
respectivos controles, a hidrólise enzimática do bagaço utilizando uma relação de 0,50:0,50 
entre Multifect® Pectinase FE e Celluclast® 1.5L (%), temperatura de incubação de 58,4 °C e 
pH 5,0 foi mais efetivo do que os demais tratamentos, com aumento de 32,78% em relação ao 
seu respectivo controle (ensaio 12) (Tabela 5). 
Em relação ao FRAP, houve um aumento nos valores desta variável dos extratos 
de bagaço de uva em função do aumento nas faixas de temperatura empregadas no processo 
de hidrólise enzimática. O maior valor de atividade antioxidante avaliada pelo método FRAP 
(343,23 µmol TE/g) (ensaio 7) dos extratos de bagaço de uva foi detectado nas seguintes 
condições de processo: relação de 0,70:0,30 entre pectinase e celulase (%), temperatura de 
55°C e pH 4,5 (Tabela 5). Em relação à análise comparativa com o controle, o tratamento 
enzimático mais efetivo foi observado utilizando-se iguais proporções das enzimas pectinase e 
celulase, temperatura de 58,4 °C e pH 5,0, resultando em aumento de 32,24% (ensaio 12) 
(Tabela 5). 
Apesar da ANOVA indicar que as regressões foram estatisticamente significativas 
em um intervalo de confiança de 90,0% (p ≤ 0,10), de acordo com os resultados obtidos para 
a atividades antioxidantes medidas pelos métodos ABTS.+ e FRAP, não foi possível ajustar os 
modelos matemáticos estatisticamente válidos devido à baixa capacidade de explicação da 
variação dos resultados (R² = 51,21% e R² = 51,69%, respectivamente) (Tabela 7).  
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Tabela 7. Análise de Variância de diferentes parâmetros de processo sobre as propriedades antioxidantes (µmol TE/g de amostra) de 
extratos de bagaços de uva medidas pelos métodos ABTS·+ e FRAP. 
ABTS·+ – Regressão: F0,10; 3,13 (F tabelado) = 2,56, R² = 0,51, p-valor < 0,02/Resíduos: F0,10; 13,2 (F tabelado) = 9,41, p-valor = 0,14. 
FRAP – Regressão: F0,10; 1,15 (F tabelado) = 3,07, R² = 0,52, p-valor ≤ 0,001/Resíduos: F0,10; 16,2 (F tabelado) = 9,28, p-valor ≤ 0,001. 
Fontes de variação 
Soma dos quadrados Graus de liberdade Quadrados médios F calculado 
ABTS·+ FRAP ABTS·+ FRAP ABTS·+ FRAP ABTS·+ FRAP 
Regressão 17963,66 7419,11 3 1 5987,89 7419,11 4,55 16,05 
Resíduos 17117,75 6933,75 13 15 1316,75 462,25   
Falta de ajuste 16659,10 6931,51 11 13 1514,46 533,19 6,60 476,96 
Erro puro 458,65 2,24 2 2 229,32 1,12   
Total 35081,41 14352,86 16 16     
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Dentre as variáveis independentes, nas condições de ensaio avaliadas, a 
temperatura de incubação foi considerada a mais importante no processo de hidrólise de 
bagaço de uva, sendo observado o aumento da atividade antioxidante com o aumento da 
temperatura de incubação, independentemente do método de avaliação aplicado (ABTS·+ ou 
FRAP) (Tabela 6). Geralmente, o aumento da temperatura no processo de hidrólise 
enzimática pode levar ao aumento dos teores de fenólicos totais e individuais (TOMAZ et al., 
2016). A solubilidade e difusividade de alguns compostos aumentam a altas temperaturas, 
porque a viscosidade dos extratos obtidos de matrizes vegetais é reduzida e o processo de 
transferência e extração de massa é aprimorado. No entanto, temperaturas acima de 60 °C 
podem levar à degradação térmica de compostos bioativos (LAZAR et al., 2016).  
Neste estudo, ainda, foram estudados os parâmetros de X2 (temperatura) e X3 (pH) 
para os bagaços não submetidos à hidrólise enzimática (controle) somente para fins 
comparativos entre estes e com os seus respectivos tratamentos enzimáticos. Foi verificada, 
nesta comparação, que em alguns casos, a hidrólise enzimática do bagaço de uva favoreceu a 
maior capacidade antioxidante dos extratos em relação ao controle, em outros prejudicou ou 
foi indiferente (Tabela 5), a depender da combinação dos fatores X2 e X3.  
Nos casos em que houve uma redução nas propriedades antioxidantes dos extratos 
do bagaço de uva, a concentração da mistura de Multifect® Pectinase FE e Celluclast® 1.5L 
aplicada, possivelmente, foi alta e/ou o tempo de incubação foi longo para as condições de 
processo específicas dos ensaios. Apesar de já existir conhecimentos bem documentados 
sobre a atuação conjunta de diferentes enzimas para a completa degradação de tecidos 
vegetais, alguns autores têm associado o efeito deletério na recuperação de compostos 
bioativos antioxidantes desses materiais  à adsorção competitiva de enzimas por 
polissacarídeos da parede celular (NORSKER et al., 1999; KAPASAKALIDIS et al., 2009; 
ABBASSI et al., 2018). 
Em cascas de uva ‘País’, a hidrólise enzimática empregando individualmente a 
Pectinex® Ultra SPL, a Celulase (A. niger) e a Tanase (A. ficuum) foram capazes de aumentar 
a recuperação de compostos fenólicos totais em 2,50; 1,35 e 1,29 vezes, respectivamente, 
quando comparado com as cascas que não receberam o tratamento enzimático; enquanto para 
as sementes, esse aumento foi de 1,26; 1,32 e 1,34 vezes, respectivamente. As ações 
sinérgicas das três enzimas nas hidrólises de cascas e sementes de uva proporcionaram 
aumentos de 1,18 e 1,27 vezes nos teores de compostos fenólicos, quando comparado aos 
seus controles. A recuperação de fenólicos obtida com a mistura enzimática de sementes foi 
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semelhante à obtida pelas enzimas individuais, enquanto para as cascas, o emprego apenas da 
pectinase foi a que proporcionou o melhor resultado (FERNÁNDEZ et al., 2015).  
De acordo com Abbassi et al. (2018), a aplicação da mistura binária de celulase e 
hemicelulase na hidrólise de sementes de coentro (resíduos hidrodestilados) também resultou 
em menores recuperações de compostos fenólicos e flavonóides, em comparação com as 
amostras que não foram tratadas com enzimas. Esse fato pode ser atribuído à adsorção 
competitiva das enzimas aos polissacarídeos da parede celular, levando ao impedimento 
estérico nas posições de interação enzima/substrato, o que influenciou negativamente a quebra 
dos componentes da parede celular. Segundo Ferri et al. (2016), a celulose presente nas 
paredes celulares das plantas pode formar estruturas cristalinas altamente ordenadas, que 
geralmente são resistentes à degradação enzimática. Além disso, a acessibilidade de enzimas 
hidrolíticas pode ser dificultada pela lignina e compostos fenólicos de baixo peso molecular, 
formando ligações covalentes com resíduos de açúcar, reduzindo a eficiência da degradação 
enzimática. 
Na hidrólise enzimática de materiais pré-tratados, como é o caso de resíduos 
agroindustriais da produção de sucos de uva, as celulases tendem a se ligar às superfícies ricas 
em lignina, que são consideradas não apenas inibidoras do processo de degradação da parede 
celular, mas também prejudiciais para a reciclagem de celulose (PALONEN et al., 2004; 
YANG & WYMAN, 2006; RAHIKAINEN et al., 2013). Segundo Deng et al. (2011), o 
bagaço de uva é fonte de lignina, representando de 7,9 a 36,1% das fibras insolúveis. 
Pelos resultados encontrados no DCCR e em outros relatos da literatura, tornou-se 
necessário o estudo do efeito da preparação enzimática Multifect® Pectinase FE de forma 
isolada nas variáveis resposta (propriedades antioxidantes). Os efeitos de novas variáveis de 
processo, tais como a concentração da enzima Multifect® Pectinase FE e o tempo de reação, 
além da temperatura de incubação e do pH do sistema, sobre as propriedades antioxidantes 
dos extratos de bagaço de uva serão apresentados na próxima seção. 
5.2. Obtenção de extratos antioxidantes de bagaço de uvas utilizando pectinases  
Nesta etapa, empregou-se somente a pectinase na hidrólise enzimática de bagaço 
de uva para a obtenção de extratos (não liofilizado) com propriedades antioxidantes. Os dados 
experimentais para as variáveis resposta foram obtidos utilizando dezenove combinações das 
variáveis independentes pelo DCC (Tabela 8). As propriedades antioxidantes dos extratos 
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foram avaliadas utilizando-se os métodos de sequestro de radical DPPH, capacidade de 
sequestro de radical catiônico ABTS·+ e potencial antioxidante redutor de ferro (FRAP). 
De acordo com as condições utilizadas no processo de hidrólise enzimática, os 
valores da capacidade antioxidante medidos pelo método ABTS·+ variaram de 46,46 (ensaio 
4) a 80,09 (ensaio 14) µmol TE/g de amostra, enquanto as variações obtidas para os métodos 
FRAP e DPPH foram de 91,60 (ensaio 6) a 123,23 (ensaio 12) µmol TE/g e 20,41 (ensaio 3) e 
24,48 (ensaio 18) µmol TE/g, respectivamente. Os valores de atividade antioxidante 
detectados nos pontos centrais para os três métodos utilizados mostraram pequena variação, 
indicando boa repetibilidade do processo.  
A análise dos efeitos e das interações entre as variáveis independentes sobre as 
propriedades antioxidantes são mostrados na Tabela 9. As avaliações dos efeitos para ABTS·+ 
indicaram que apenas os termos X3 (pH da reação) e X4 (temperatura de incubação) foram 
estatisticamente significativos em um intervalo de confiança de 95,0% (p ≤ 0,05), enquanto 
para o FRAP, foram estatisticamente significativos (p ≤ 0,10) somente os termos X1 
(concentração de Multifect® Pectinase FE), X3 e X4. Em relação a variável DPPH, além dos 
termos X1, X3 e X4, pode-se observar que houve efeito significativo na interação X3 ˟ X4 (p ≤ 
0,05) no processo de obtenção de extratos com propriedades antioxidantes. 
Diferentemente do estudo anterior com o tratamento enzimático da mistura de 
Multifect® Pectinase FE e Celluclast® 1.5L utilizando o DCCR, houve efeito significativo (p 
≤ 0,10) do pH nas propriedades antioxidantes dos extratos de bagaço de uva tratados somente 
com a pectinase. Isto se deve ao fato de que as combinações das duas enzimas, com diferentes 
proporções entre elas, já estavam atuando na faixa ótima de pH (4,16 a 5,84), enquanto no 
presente estudo (somente com pectinase), a faixa de pH estudada foi alterada de 2 a 5, 
confirmando o resultado do estudo anterior, em que valores de pH próximos a 5 favoreceram 
as propriedades antioxidantes dos extratos de bagaço de uva. Em relação ao tempo de reação 
incluído no DCC, dentro da faixa estudada (1 a 3 horas), essa variável não influenciou 
significativamente (p > 0,10) as propriedades antioxidantes dos extratos obtidos a partir da 
hidrólise do bagaço de uva. 
A temperatura e o pH foram as variáveis mais importantes do processo de 
extração enzimática de compostos bioativos com propriedades antioxidantes. A concentração 
de Multifect® Pectinase FE influenciou somente nos valores de FRAP e DPPH dos extratos de 
bagaço de uva. Geralmente, com as maiores concentrações de pectinase e aumento na 
temperatura favoreceram as propriedades antioxidantes dos extratos de bagaço de uva. 
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Tabela 8. Matriz do planejamento experimental fatorial para determinação das condições de processo e recuperação de compostos 
antioxidantes a partir de bagaço de uva. 
Ensaios 
Variáveis independentes Propriedades antioxidantes (µmol TE/g)* 
X1 X2 X3 X4 ABTS·+ FRAP DPPH 
1 0 (-1) 1 (-1) 2 (-1) 40 (-1) 51,61 ± 1,30 104,58 ± 1,43 20,50 ± 0,06 
2 2 (+1) 1 (-1) 2 (-1) 40 (-1) 58,31 ± 3,94 104,19 ± 0,91 21,53 ± 0,68 
3 0 (-1) 3 (+1) 2 (-1) 40 (-1) 50,83 ± 0,70 99,76 ± 0,23 20,41 ± 0,27 
4 2 (+1) 3 (+1) 2 (-1) 40 (-1) 46,46 ± 1,80 103,36 ± 2,94 21,27 ± 0,04 
5 0 (-1) 1 (-1) 5 (+1) 40 (-1) 64,47 ± 2,64 98,12 ± 2,27 22,77 ± 0,07 
6 2 (+1) 1 (-1) 5 (+1) 40 (-1) 71,37 ± 0,52 91,60 ± 2,66 23,58 ± 0,10 
7 0 (-1) 3 (+1) 5 (+1) 40 (-1) 72,04 ± 0,61 95,86 ± 0,72 23,05 ± 0,21 
8 2 (+1) 3 (+1) 5 (+1) 40 (-1) 70,25 ± 4,22 95,30 ± 0,21 23,58 ± 0,15 
9 0 (-1) 1 (-1) 2 (-1) 50 (+1) 64,40 ± 0,96 119,88 ± 2,72 23,64 ± 0,78 
10 2 (+1) 1 (-1) 2 (-1) 50 (+1) 65,09 ± 0,56 122,67 ± 0,96 23,78 ± 0,46 
11 0 (-1) 3 (+1) 2 (-1) 50 (+1) 59,35 ± 0,20 118,28 ± 1,22 22,08 ± 0,27 
12 2 (+1) 3 (+1) 2 (-1) 50 (+1) 61,33 ± 1,05 123,22 ± 1,58 23,50 ± 0,33 
13 0 (-1) 1 (-1) 5 (+1) 50 (+1) 79,51 ± 0,74 101,60 ± 1,93 23,11 ± 0,18 
14 2 (+1) 1 (-1) 5 (+1) 50 (+1) 80,09 ± 1,10 111,11 ± 0,33 23,99 ± 0,07 
15 0 (-1) 3 (+1) 5 (+1) 50 (+1) 73,29 ± 1,12 105,34 ± 2,10 23,25 ± 0,03 
16 2 (+1) 3 (+1) 5 (+1) 50 (+1) 75,72 ± 3,42 106,40 ± 5,47 24,08 ± 0,15 
17 1 (0) 2 (0) 3,5 (0) 45 (0) 60,26 ± 0,92 106,24 ± 1,02 23,32 ± 0,40 
18 1 (0) 2 (0) 3,5 (0) 45 (0) 71,02 ± 3,70 117,81 ± 0,36 24,48 ± 0,13 
19 1 (0) 2 (0) 3,5 (0) 45 (0) 62,98 ± 1,88 113,70 ± 2,06 23,63 ± 0,37 
 X1 = Concentração de Pectinase; X2 = Tempo de reação; X3 = pH da reação; X4 = Temperatura de incubação. *Os resultados estão apresentados como média aritmética (n = 
3) ± desvio padrão. 
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Tabela 9. Coeficientes de regressão e avaliação dos efeitos de diferentes parâmetros de processo sobre as propriedades antioxidantes de 
extrato de bagaço de uva medidas pelos métodos ABTS·+, FRAP e DPPH. 
X1 = Concentração de pectinase; X2 = tempo de reação; X3 =pH da reação; e X4 = temperatura de incubação. 
* Efeitos estatisticamente significativos (p ≤ 0,10). L= regressão linear. 
 
Fatores 
Coeficientes Erro padrão t (8) p-valor 
ABTS·+ FRAP DPPH ABTS·+ FRAP DPPH ABTS·+ FRAP DPPH ABTS·+ FRAP DPPH 
Média 65,18 108,14 22,92 0,90 1,41 0,16 72,04 76,51 139,86 0,00 0,00 0,00 
x1 (L) 0,82 3,04 0,41 0,99 1,54 0,18 0,83 1,97 2,28 0,43 0,50 0,05* 
x2 (L) -1,60 -0,27 -0,10 0,99 1,54 0,18 -1,62 -0,18 -0,58 0,14 0,77 0,57 
x3 (L) 8,09 -3,86 0,67 0,99 1,54 0,18 8,20 -2,51 3,74 0,00* 0,00* 0,01* 
x4 (L) 4,59 7,49 0,67 0,99 1,54 0,18 4,66 4,86 3,76 0,00* 0,00* 0,01* 
x1 ˟ x2 -1,04 -0,26 0,05 0,99 1,54 0,18 -1,05 -0,70 0,28 0,32 0,86 0,79 
x1 ˟ x3 0,19 -0,24 -0,02 0,99 1,54 0,18 0,20 -0,15 -0,14 0,85 0,73 0,89 
x1 ˟ x4 -0,11 1,36 0,00 0,99 1,54 0,18 -0,11 0,88 0,00 0,91 0,31 1,00 
x2 ˟ x3 1,08 0,29 0,17 0,99 1,54 0,18 1,10 0,19 0,94 0,30 0,74 0,37 
x2 ˟ x4 -0,83 1,53 -0,10 0,99 1,54 0,18 -0,84 0,99 -0,54 0,43 0,92 0,60 
x3 ˟ x4 -0,78 -1,48 -0,49 0,99 1,54 0,18 -0,79 -0,96 -2,75 0,45 0,20 0,03* 
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De acordo com Rodrigues Neta & Castro (2020), o aumento na temperatura de 
incubação durante a hidrólise pode favorecer a extração dos compostos de interesse, 
amolecendo os tecidos vegetais e aumentando a solubilidade. A extração realizada a 
temperaturas mais baixas e fora da faixa ótima de atuação, dificulta a ação das enzimas, 
levando a uma menor eficiência de extração das biomoléculas. Por outro lado, temperaturas 
elevadas podem afetar a estabilidade dos componentes por meio da degradação térmica, 
resultando em uma perda gradual da atividade enzimática, além da inativação de moléculas 
bioativas (NADAR et al. 2018; GÖRGÜÇ et al. 2019).  
Em relação ao pH do sistema, esta variável é importante tanto por sua ação nas 
paredes celulares vegetais, quanto seu efeito sobre a atividade enzimática (MUNIGLIA et al., 
2014). Segundo Domínguez-Rodríguez et al. (2017), as alterações do pH do meio reacional, 
principalmente com o emprego de enzimas, podem ajudar a quebrar as ligações complexas 
covalentes e não covalentes entre o composto de interesse e a matriz vegetal, promovendo a 
liberação de fenólicos, por exemplo. No caso do pH ácido, pode levar à desestabilização das 
ligações de hidrogênio, resultando em maior plasticidade da parede celular. O pH ácido pode 
influenciar a atividade catalítica de enzimas pela modificação da estrutura proteica e a 
capacidade de ligação aos substratos, pois as pectinases geralmente requerem valores de pH 
mais baixos (GLIGOR et al., 2019).  
A ANOVA indicou que as regressões foram estatisticamente significativas em um 
intervalo de confiança de 99,9% (p ≤ 0,001). Os coeficientes de múltipla correlação indicaram 
que os modelos propostos para atividade antioxidante utilizando os métodos ABTS·+, FRAP e 
DPPH foram capazes de explicar 88,0%, 81,0% e 81,0%, respectivamente, de toda a variação 
dos dados observados, portanto podem ser utilizados para prever as respostas de capacidades 
antioxidantes de extratos de bagaço de uva (Tabela 10). 
Após o tratamento estatístico dos resultados e reparametrização dos modelos para 
eliminação dos termos não significativos, obtiveram-se as equações 5, 6 e 7 que descrevem as 
variações das capacidades antioxidantes dos extratos de bagaço de uva pelos métodos 
ABTS·+, FRAP e DPPH, respectivamente: 
Equação 5: Capacidade antioxidante (ABTS·+) = 65,58 + 8,120 X3 + 4,52 X4, 
Equação 6: Capacidade antioxidante (FRAP) = 108,14 + 3,04 X1 - 3,86 X3 + 7,49 X4, 
Equação 7: Capacidade antioxidante (DPPH) = 23,39 + 0,40 X1 + 0,59 X3 + 0,67 X4 - 0,49 
X3.X4;  
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Tabela 10. ANOVA do estudo dos efeitos de diferentes parâmetros de processo sobre as propriedades antioxidantes (µmol TE/g de amostra) 
de extratos de bagaços de uva medidas pelos métodos ABTS·+, FRAP e DPPH. 
ABTS·+ – Regressão: F0,10; 3,15 (F tabelado) = 2,49, R² = 0,88, p-valor < 0,001/Resíduos: F0,10; 15,2 (F tabelado) = 9,24, p-valor = 0,92. 
FRAP – Regressão: F0,10; 2,16 (F tabelado) =2,67, R² = 0,81, p-valor = 0,001/Resíduos: F0,10; 16,2 (F tabelado) = 9,28, p-valor = 0,82. 
DPPH – Regressão: F0,10; 4,14 (F tabelado) = 2,39, R² = 0,81, p-valor = 0,001/Resíduos: F0,10; 14,2 (F tabelado) = 9,42, p-valor = 0,61. 
 
Fontes de variação  
Soma dos quadrados Graus de Liberdade Quadrados médios F calculado 
ABTS·+ FRAP DPPH ABTS·+ FRAP DPPH ABTS·+ FRAP DPPH ABTS·+ FRAP DPPH 
Regressão 1423,99 1350,23 20,87 3 2 4 474,66 675,11 5,22 36,95 33,98 14,89 
Resíduos 192,69 317,84 4,91 15 16 14 12,85 19,87 0,35    
Falta de ajuste 130,09 248,93 4,19 13 14 12 10,01 17,78 0,35 0,32 0,52 0,98 
Erro puro 62,60 68,91 0,71 2 2 2 31,30 34,45 0,36    
Total 1616,68 1668,07 25,78 18 18 18       
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Onde X1, X3 e X4 correspondem às variáveis codificadas para as concentrações de pectinases, 
pH da reação e temperatura de incubação, respectivamente. 
As análises de superfície de resposta e curva de contorno para capacidade 
antioxidante avaliadas pelo método ABTS·+, mostraram que os valores mais altos obtidos, nas 
condições de ensaio avaliadas, foram encontrados em temperaturas de incubação entre 49,1 a 
50 °C e em pH da reação no alcance de 4,85 a 5,00 (Figura 9).  
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Figura 9. Curvas de contorno de capacidade antioxidante avaliada pelo método ABTS.+ dos 
extratos de bagaço de uva em função do pH da reação e da temperatura de incubação. 
 
Em relação ao método FRAP, as análises de curvas de contorno mostraram que os 
valores mais altos obtidos foram para concentrações de Multifect® Pectinase FE variando de 
1,2 a 2,0%, temperaturas de incubação entre 49,8 e 50°C e pH da reação no alcance de 2,00 a 
2,20 (Figura 10). 
Já para o método DPPH, as análises de curvas de contorno mostraram que os 
valores mais altos obtidos foram para concentrações de Multifect® Pectinase FE variando de 
1,7-2,0%, temperaturas de incubação de 48-50°C e pH da reação acima de 4,4 (Figura 11). 
Quando avaliado o efeito da interação entre as variáveis temperatura e pH da reação houve 
um ligeiro decréscimo nos valores de DPPH dos extratos de bagaço de uva (Figura 11C, 
Equação 7). 
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Figura 10. Curvas de contorno de capacidade antioxidante avaliada pelo método FRAP de 
extratos obtidos de bagaço de uva em função das diferentes variáveis estudadas.
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Figura 11. Curvas de contorno de capacidade antioxidante avaliada pelo método DPPH de 
extratos obtidos de bagaço de uva em função de diferentes interações das variáveis estudadas. 
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Pelo conjunto de dados, as melhores condições do processo visando obter extratos 
com propriedades antioxidantes de bagaços de uva foram quando se aplicou 2% de pectinase, 
durante 1 hora, à temperatura de 50 °C e pH 5 (ensaio 14). Os valores previstos para ABTS·+, 
FRAP e DPPH foram de 77,8; 109,8 e 24,2 μmol TE/g, respectivamente. Nestas condições, 
apesar de os maiores valores das variáveis resposta terem sido detectados com o emprego de 
2% da enzima Multifect® Pectinase FE, foi verificado um pequeno aumento, de 
aproximadamente, 0,73%, 9,36% e 3,8% nos valores de ABTS, FRAP e DPPH, 
respectivamente, quando comparado ao ensaio 13, no qual não a enzima não foi aplicada e 
utilizou-se as mesmas condições do processo para temperatura, tempo e pH da reação.  
Desta forma, baseando-se nos resultados encontrados neste estudo e no anterior, 
empregando-se planejamentos estatísticos (DCC e DCCR), verificou-se a influência de uma 
nova enzima com atividade catalítica diferente da pectinase ou da celulase, de forma isolada 
ou em combinação com as demais, sobre as variáveis resposta. Na próxima seção serão 
apresentados e discutidos os efeitos do emprego da Flavourzyme® 500L, Multifect® Pectinase 
FE e Celluclast® 1.5L, utilizando o Planejamento Estatístico de Mistura, na obtenção de 
extratos com propriedades antioxidantes de bagaço e de sementes de uva. 
5.3. Preparações enzimáticas e potencial antioxidante dos extratos de bagaço e de 
sementes de uvas, utilizando o planejamento estatístico de misturas (PEM) 
Nesta etapa, os dados experimentais dos compostos fenólicos totais e das 
propriedades antioxidantes dos extratos de bagaço e de sementes de uva (não liofilizados) 
foram obtidos utilizando vinte combinações das variáveis independentes pelo PEM, 
considerando dez ensaios para cada tipo de resíduo vitivinícola. As propriedades 
antioxidantes dos extratos foram avaliadas utilizando os métodos de sequestros de radicais 
DPPH e ABTS·+, bem como o potencial antioxidante redutor de ferro (FRAP). 
5.3.1. Hidrólise enzimática, compostos fenólicos totais e propriedades antioxidantes dos 
extratos de bagaço de uva 
De acordo com as condições empregadas no processo de hidrólise enzimática de 
bagaço de uva, os valores médios dos compostos fenólicos variaram entre 14,5 e 18,0 mg  
AGE/g, enquanto as variações obtidas para ABTS·+, FRAP e DPPH foram de 84,9 a 123,5 
µmol TE/g, 78,3 a 103,4 µmol TE/g, e 61,0 a 64,8 µmol TE/g, respectivamente (Tabela 11). 
A partir dos resultados obtidos, os coeficientes de regressão para as variáveis ABTS·+, FRAP, 
DPPH e fenólicos dos extratos do bagaço foram calculados e exibidos na Tabela 12. 
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Tabela 11. Matriz do planejamento estatístico de misturas usado para estudar os teores de compostos fenólicos (mg AGE/g) e as 
propriedades antioxidantes (µmol TE/g de amostra) de extratos de bagaço de uva obtidos a partir da hidrólise enzimática.  
Planejamento de Misturas Propriedades antioxidantes de bagaço de uva 
Ensaios 
Variáveis 
independentes ABTS
·+ FRAP DPPH Fenólicos 
X1 X2 X3 μmol TE/g % * μmol TE/g % μmol TE/g % mg AGE/g % 
Controle 0 0 0 91,6 ± 1,4 - 80,0 ± 1,7 - 62,3 ± 0,1 - 15,4 ± 0,1 - 
1 1 0 0 104,1 ± 1,0 13,6 90,9 ± 1,3 13,6 64,6 ± 0,4 3,8 14,8 ± 0,4 -3,8 
2 0 1 0 84,9 ± 0,4 -7,3 78,3 ± 1,5 -2,1 61,0 ± 0,9 -2,0 16,7 ± 0,5 8,8 
3 0 0 1 94,8 ± 0,2 3,5 90,5 ± 1,4 13,1 61,9 ± 0,7 -0,6 17,2 ± 0,7 12,1 
4 1/2 1/2 0 104,4 ± 0,7 13,9 94,8 ± 2,5 18,5 63,8 ± 0,2 2,5 14,5 ± 0,5 -5,7 
5 1/2 0 1/2 117,5 ± 1,1 28,3 103,4 ± 1,1 29,2 64,8 ± 0,6 4,0 14,7 ± 0,2 -4,2 
6 0 1/2 1/2 114,1 ± 0,9 24,5 92,9 ± 0,6 16,2 63,2 ± 0,2 1,5 18,4 ± 0,2 19,7 
7 1/3 1/3 1/3 104,5 ± 0,9 14,1 86,4 ± 1,4 8,0 63,9 ± 0,5 2,7 15,3 ± 0,4 -0,4 
8 2/3 1/6 1/6 102,1 ± 0,5 11,4 83,6 ± 0,2 4,5 64,1 ± 0,9 2,9 16,0 ± 0,1 4,3 
9 1/6 2/3 1/6 123,5 ± 2,7 34,9 90,0 ± 0,3 12,5 62,7 ± 0,4 0,7 18,0 ± 0,3 17,3 
10 1/6 1/6 2/3 115,7 ± 2,4 26,3 100,0 ± 1,8 25,1 63,7 ± 0,6 2,3 16,1 ± 0,3 4,8 
X1 = Multifect® Pectinase FE; X2 = Celluclast® 1.5L; e X3 = Flavourzyme® 500L. Os resultados estão apresentados como média aritmética (n = 3) ± desvio padrão. 
* Representa a variação percentual das respostas em relação ao controle. 
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Tabela 12. Coeficientes de regressão e avaliação dos efeitos de diferentes enzimas no processo de hidrólise de bagaços de uva sobre os teores 
de compostos fenólicos (CF) (mg AGE/g) e as propriedades antioxidantes (µmol TE/g de amostra) dos extratos produzidos. 
*Termos com efeitos estatisticamente significativos (p-valor ≤ 0,10). 
 
 
Fatores 
Coeficientes  Erro padrão  t (3)  p-valor  
ABTS+ FRAP DPPH CF ABTS+ FRAP DPPH CF ABTS+ FRAP DPPH CF ABTS+ FRAP DPPH CF 
x1  100,9 88,1 64,5 15,1 11,9 6,6 0,3 1,1 8,5 13,3 209,9 13,1 0,00* 0,00* 0,00* 0,00* 
x2  89,7 79,4 61,0 17,0 11,9 6,6 0,3 1,1 7,5 12,0 198,5 14,8 0,00* 0,00* 0,00* 0,00* 
x3  95,4 92,5 61,9 16,9 11,9 6,6 0,3 1,1 8,0 14,0 201,5 14,8 0,00* 0,00* 0,00* 0,00* 
x1˟x2 42,8 37,4 3,6 -3,9 60,0 33,3 1,5 5,8 0,7 1,1 2,3 -0,7 0,53 0,34 0,11 0,55 
x1˟x3 67,1 49,2 6,0 -5,2 60,0 33,3 1,5 5,8 1,1 1,5 3,9 -0,9 0,34 0,23 0,03* 0,43 
x ˟x3 107,5 40,3 7,1 5,7 60,0 33,3 1,5 5,8 1,8 1,2 4,6 1,0 0,17 0,31 0,02* 0,39 
x1˟x2 ˟x3 -223,7 -361,1 -16,2 5,3 395,8 219,3 10,2 38,1 -0,6 -1,6 -1,6 0,1 0,61 0,19 0,21 0,89 
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Apesar dos coeficientes de regressão lineares serem significativos (p ≤ 0,10) para 
ABTS·+, FRAP e fenólicos, não foi possível gerar superfícies de resposta a partir da ANOVA, 
em um intervalo de confiança de 90,0% (p ≤ 0,10) (Tabelas 12 e 13). Em relação ao método 
DPPH, os coeficientes de regressão linear X1 (Multifect® Pectinase FE), X2 (Celluclast® 1.5L) 
e X3 (Flavourzyme® 500L) e interação binária foram significativos (p ≤ 0,10), com exceção 
da interação X1 ˟ X2, enquanto os coeficientes de interação ternária não foram estatisticamente 
significativos (p ≤ 0,10) (Tabela 12). Assim, a equação a seguir descreve o modelo que 
contém apenas os termos estatisticamente significativos:  
Capacidade antioxidante (DPPH) = 64,80 X1 + 61,29 X2 + 61,94 X3 + 4,96 X1.X3 + 6,07 
X2.X3 
Na avaliação do efeito das enzimas aplicadas individualmente (1%, cada) ou em 
misturas binárias (0,5%, cada) na recuperação de compostos fenólicos de bagaço de uva, a 
Celluclast® 1.5L e a Flavourzyme® 500L favoreceram o aumento nos valores desta variável, 
enquanto o emprego da Multifect® Pectinase FE de forma isolada ou em combinação com a 
Celluclast® 1.5L ou a Flavourzyme® 500L resultaram em um decréscimo; quando comparado 
ao controle (Tabela 11). Por outro lado, o tratamento enzimático utilizando Multifect® 
Pectinase FE proporcionou a obtenção de extratos com as maiores capacidades antioxidantes 
dos extratos, possivelmente, por favorecer a liberação de outros compostos bioativos 
antioxidantes minoritários (por exemplo, carotenoides e tocoferóis), oriundos das 
cascas/sementes presentes no bagaço (LUTTERODT et al., 2011; PFUKWA et al., 2019).  
Em geral, a inclusão da Flavourzyme® 500L na mistura enzimática ternária com a 
Multifect® Pectinase FE e Celluclast® 1.5L (ensaios 9 e 10) melhorou a eficiência de extração 
dos fenólicos e aumentou as propriedades antioxidantes dos extratos de bagaço de uva. 
Costoya et al. (2010) encontraram resultados promissores com o emprego de enzimas 
Cellubrix® (celulase), Neutrase® (protease) e Viscozyme® L (hemicelulases, celulases e 
pectinases), individualmente (relação enzima/substrato de 1,5% ) ou em combinação (relação 
1:1:1) na extração de fenólicos de bagaços de uvas ‘Garnatxa’ e ‘Cabernet-Sauvigton’. Houve 
efeito sinérgico na aplicação da mistura ternária na extração dos fenólicos de bagaços de uva 
‘Cabernet Sauvignon’ e ‘Garnatxa’, com aumento de 64% e 24%, respectivamente. Em 
relação a atividade antirradical expresso como CE50 (concentração eficiente), houve reduções 
nos valores de DPPH, de aproximadamente, 53% para ‘Garnatxa’ e de 70% para ‘Cabernet-
Sauvigton’. Quando estas enzimas atuaram individualmente, houve maior influência da 
Neutrase® na recuperação de compostos fenólicos, em comparação com o controle.  
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Camargo et al. (2016) avaliaram os efeitos das enzimas Pronase® (protease) e 
Viscozyme® L nas propriedades antioxidantes de extratos de bagaço de uva. Após o emprego 
da Pronase® na hidrólise desta biomassa, houve aumentos nos valores de fenólicos solúveis, 
ABTS.+ e DPPH, em quase 13,67%, 36,64% e 30,63%, respectivamente, em relação ao 
controle; enquanto esses aumentos extratos produzidos no tratamento com Viscozyme® L, 
foram de 14,97%, 50,01% e 22,69%, respectivamente. O tratamento enzimático com a 
Viscozyme® L foi mais efetivo em recuperar os compostos fenólicos solúveis e melhorar as 
propriedades antioxidantes dos extratos, quando comparado com a Pronase®. 
A maioria dos compostos fenólicos é aprisionada em polissacarídeos da parede 
celular, como celulose, hemicelulose e pectina, estando ligados por interações hidrofóbicas e 
ligações de hidrogênio. Outros componentes, como os ácidos fenólicos, formam ligações 
ésteres com a lignina por meio de seus grupos hidroxilas nos anéis aromáticos; podem 
também formar ligações ésteres com carboidratos e proteínas estruturais por meio dos seus 
grupos carboxílicos (NADAR et al., 2018).  
O efeito favorável da Flavourzyme® 500L nas propriedades antioxidantes dos 
extratos de bagaço de uva se deve, além da possível geração de peptídeos bioativos, à 
liberação de fenólicos pela hidrólise das proteínas estruturais (extensinas) nas paredes 
celulares, facilitando as ações da Multifect® Pectinase FE e da Celluclast® 1.5L (LECAS et 
al., 1994). Por conseguinte, outros fenólicos, como é o caso de alguns flavonoides que estão 
contidos em vacúolos celulares e são cercados por uma membrana proteica (tonoplasto), 
também pode ser parcialmente liberados por ação da protease (CONN et al., 2003). 
A Multifect® Pectinase FE, por sua vez, é constituída de um complexo de enzimas 
pectinolíticas e hemicelulolíticas. As pectinases catalisam a degradação de substâncias 
pécticas por meio de reações de despolimerização e desesterificação  (KOHLI & GUPTA, 
2015). Quanto à Celluclast® 1.5L, as celulases hidrolisam os componentes celulósicos nas 
paredes celulares, liberando glicose e celobiose, bem como compostos bioativos insolúveis 
antes complexados (SINGH et al., 2016).  
Na avaliação da ANOVA para variável DPPH, o modelo gerado foi 
estatisticamente significativo em um intervalo de confiança de 97,6% (p ≤ 0,024). O 
coeficiente de múltipla correlação para esta variável indicou que o modelo foi capaz de 
explicar 93,0% de toda a variação dos dados observados, portanto pode ser utilizado para 
prever a resposta de capacidade antioxidante dos extratos de bagaço de uva (Tabela 13). 
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Tabela 13. Análise de Variância de diferentes enzimas no processo de hidrólise de bagaços de uva sobre os teores de compostos fenólicos 
(mg AGE/g) e as propriedades antioxidantes (µmol TE/g de amostra) dos extratos produzidos. 
ABTS·+ – Regressão linear: F0,10; 2,7 (F tabelado) = 3,26, R² = 0,05, p-valor = 0,836. 
FRAP – Regressão linear: F0,10; 2,7 (F tabelado) = 3,26, R² = 0,33, p-valor = 0,250. 
DPPH – Regressão quadrática: F0,10; 4,5 (F tabelado) = 3,52, R² = 0,93, p-valor = 0,004. 
CF – Regressão Linear: F0,10; 2,7 (F tabelado) = 3,26, R² = 0,54, p-valor = 0,064. 
 
Fontes de 
variação 
Soma dos quadrados  Graus de Liberdade  Quadrados médios  F calculado  
ABTS+ FRAP DPPH CF ABTS+ FRAP DPPH CF ABTS+ FRAP DPPH CF ABTS+ FRAP DPPH CF 
Modelo 59,17 160,35 11,93 9,48 2 2 4 2 29,58 80,17 2,98 4,74 0,18 1,69 16,59 4,16 
Resíduo 1130,23 330,59 0,90 7,98 7 7 5 7 161,46 47,22 0,18 1,14     
Total 1189,40 490,95 12,83 17,47 9 9 9 9 132,15 54,55 1,43 1,94     
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As curvas de contorno e os “Valores observados x Valores previstos” foram 
gerados a partir dos coeficientes de regressão da Equação 8, sendo utilizadas para apresentar a 
relação entre as concentrações de uma mistura de enzimas e as propriedades antioxidantes 
pelo método DPPH dos extratos de bagaço de uva (Figuras 12 e 13, respectivamente).  
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Figura 12. Curvas de contornos para a capacidade antioxidante avaliada pelo método DPPH 
de extrato de bagaço de uva tratados com diferentes combinações de enzimas (Multifect® 
Pectinase FE, Celluclast® 1.5L e Flavourzyme® 500L). 
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Figura 13. “Valores observados x Valores previstos” para a capacidade antioxidante avaliada 
pelo método DPPH de extrato de bagaço de uva tratados com diferentes combinações de 
enzimas (Multifect® Pectinase FE, Celluclast® 1.5L e Flavourzyme® 500L). 
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Pelo conjunto de dados, o melhor resultado na obtenção de extratos com 
propriedades antioxidantes do bagaço de uva foi com o emprego da combinação de 0,17% de 
Multifect® Pectinase FE, 0,67% de Celluclast® 1.5L e 0,17% de Flavourzyme® 500L, com 
aumentos de 17,3%, 34,9%, 12,5% e 0,7% nos valores de fenólicos, ABTS·+, FRAP e DPPH, 
respectivamente, em relação ao controle.  
5.3.2. Hidrólise enzimática, compostos fenólicos totais e propriedades antioxidantes dos 
extratos de sementes de uva 
Em relação às hidrólises enzimáticas das sementes de uva, os valores médios dos 
compostos fenólicos variaram entre 10,5 e 16,1 mg AGE/g, enquanto as variações obtidas 
para ABTS·+, FRAP e DPPH foram de 82,8 a 97,9 µmol TE/g; 65,4 a 82,5 µmol TE/g; e 46,7 
a 52,9 µmol TE/g, respectivamente (Tabela 14). A partir dos resultados obtidos, os 
coeficientes de regressão para as variáveis ABTS·+, FRAP e DPPH e fenólicos dos extratos de 
sementes de uva, foram calculados e exibidos na Tabela 15.  
Apesar de os coeficientes de regressão lineares serem significativos (p ≤ 0,1) para 
as variáveis de resposta ABTS·+, FRAP e DPPH não foi possível gerar superfícies de resposta.  
Em relação aos fenólicos, apenas os coeficientes de regressão lineares e interação binária X2 ˟ 
X3 foram significativos (p ≤ 0,10) (Tabela 15).  
Na avaliação da ANOVA para os fenólicos (Tabela 16), após o tratamento dos 
dados pela reparametrização, o modelo gerado foi estatisticamente significativo em um 
intervalo de confiança de 98,92% (p ≤ 0,011), porém apresentando um baixo coeficiente de 
múltipla correlação (R2 = 69,59), não sendo adequado para explicar o comportamento desta 
variável (fenólicos) em função das variáveis independentes (Multifect® Pectinase FE, 
Celluclast® 1.5L e Flavourzyme® 500L).  
Diferentemente dos extratos de bagaço de uva, utilizando o PEM, em geral, a 
aplicação das enzimas de forma individual teve o melhor desempenho na obtenção de extratos 
com propriedades antioxidantes de sementes de uva (Tabela 14). As preparações enzimáticas 
utilizando apenas a Flavourzyme® 500L ou a Multifect® Pectinase FE favoreceram os maiores 
valores de compostos fenólicos e de capacidades antioxidantes (ABTS·+ e FRAP), com 
aumentos de 29,0%, 18,2% e 13,4%, respectivamente, em comparação ao controle. No 
entanto, para os valores de DPPH de extratos de sementes de uva, a preparação enzimática 
utilizando somente a Celluclast® 1.5L proporcionou os maiores valores desta variável, com 
ganhos de 10,2% quando comparado com o controle. 
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Tabela 14. Matriz do planejamento estatístico de misturas usado para estudar as propriedades antioxidantes de extratos de sementes de uva 
obtidos a partir da hidrólise enzimática. 
Planejamento de Misturas Propriedades antioxidantes de sementes de uva* 
Ensaios 
Variáveis 
independentes ABTS
·+ FRAP DPPH Fenólicos 
X1 X2 X3 μmol TE/g % * μmol TE/g % μmol TE/g % mg AGE/g % 
Controle 0 0 0 82,8 ± 0,9 - 72,8 ± 2,8 - 48,1 ± 2,1 - 12,5 ± 0,3 - 
1 1 0 0 97,9 ± 1,7 18,2 82,5 ± 4,0 13,4 51,2 ± 1,5 6,5 13,4 ± 0,5 7,4 
2 0 1 0 93,6 ± 2,5 13,1 74,7 ± 0,4 2,6 53,0 ± 0,5 10,2 15,0 ± 0,3 20,0 
3 0 0 1 94,8 ± 1,9 14,5 81,2 ± 1,8 11,6 51,8 ± 1,0 7,7 16,1 ± 0,3 29,0 
4 1/2 1/2 0 90,5 ± 1,5 9,4 70,4 ± 0,6 -3,2 46,7 ± 1,9 -2,9 12,5 ± 0,8 0,2 
5 1/2 0 1/2 89,6 ± 0,9 8,3 74,7 ± 1,8 2,6 51,3 ± 0,9 6,7 14,1 ± 0,6 12,5 
6 0 1/2 1/2 90,7 ± 3,4 9,5 66,2 ± 0,9 -9,0 49,3 ± 0,8 2,6 10,9 ± 0,7 -12,9 
7 1/3 1/3 1/3 94,5 ± 0,7 14,1 73,8 ± 1,7 1,3 52,9 ± 0,3 10,1 12,0 ± 0,6 -3,9 
8 2/3 1/6 1/6 85,4 ± 1,1 3,2 67,1 ± 3,0 -7,8 47,0 ± 0,6 -2,3 11,6 ± 0,4 -7,4 
9 1/6 2/3 1/6 94,8 ± 1,4 14,5 68,6 ± 1,3 -5,8 48,9 ± 0,8 1,7 12,2 ± 0,4 -2,9 
10 1/6 1/6 2/3 83,3 ± 1,2 0,6 65,4 ± 2,2 -10,2 47,5 ± 1,3 -1,1 10,5 ± 0,3 -16,4 
X1 = Multifect® Pectinase FE; X2 = Celluclast® 1.5L; e X3 = Flavourzyme® 500L.  Os resultados estão apresentados como média aritmética (n = 3) ± desvio padrão. 
*Representa a variação percentual das respostas em relação ao controle. 
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Tabela 15.  Coeficientes de regressão e avaliação dos efeitos de diferentes enzimas no processo de hidrólise de sementes de uva sobre os 
teores de compostos fenólicos (mg AGE/g) e as propriedades antioxidantes (µmol TE/g de amostra) dos extratos produzidos. 
*Termos significativos (p-valor ≤ 0,10). 
 
Tabela 16.  Análise de Variância de diferentes enzimas no processo de hidrólise de sementes de uva sobre os teores de compostos fenólicos (mg 
AGE/g) e as propriedades antioxidantes (µmol TE/g de amostra) dos extratos produzidos. 
ABTS·+ – Regressão linear: F0,10; 2,7 (F tabelado) = 3,26, R² = 0,05, p-valor = 0,833. 
FRAP – Regressão linear: F0,10; 2,7 (F tabelado) = 3,26, R² = 0,13, p-valor = 0,605. 
DPPH – Regressão quadrática: F0,10; 2,7 (F tabelado) = 3,26, R² = 0,03, p-valor = 0,881. 
CF – Regressão Linear: F0,10; 3,6 (F tabelado) = 3,29, R² = 0,70, p-valor = 0,053. 
Fatores 
Coeficientes  Erro padrão  t (3)  p-valor  
ABTS+ FRAP DPPH CF ABTS+ FRAP DPPH CF ABTS+ FRAP DPPH CF ABTS+ FRAP DPPH CF 
x1  96,5 81,3 50,7 13,3 5,9 5,4 2,8 1,3 16,2 15,0 18,3 10,5 0,00* 0,00* 0,00* 0,00* 
x2  95,1 75,3 53,1 15,2 5,9 5,4 2,8 1,3 16,0 13,9 19,2 11,9 0,00* 0,00* 0,00* 0,00* 
x3  93,15 80,0 51,2 15,7 5,9 5,4 2,8 1,3 15,7 14,7 18,5 12,3 0,00* 0,00* 0,00* 0,00* 
x1˟x2 -20,4 -33,8 -22,4 -6,4 29,9 27,3 13,9 6,4 -0,7 -1,2 -1,6 -1,0 0,54 0,30 0,20 0,39 
x1˟x3 -32,7 -33,6 -2,9 -3,9 29,8 27,3 13,9 6,4 -1,1 -1,2 -0,2 -0,6 0,35 0,31 0,85 0,58 
x2 ˟x3 -14,3 -47,9 -13,4 -19,2 29,9 27,3 13,9 6,4 -0,5 -1,7 -1,0 -3,0 0,66 0,18 0,41 0,06* 
x1˟x2 ˟x3 74,0 66,4 70,9 13,3 197,1 180,3 91,8 42,3 0,4 0,4 0,8 -0,3 0,73 0,74 0,49 0,79 
Fontes de 
variação 
Soma dos quadrados  Graus de liberdade  Quadrados médios  F calculado  
ABTS·+ FRAP DPPH CF ABTS·+ FRAP DPPH CF ABTS·+ FRAP DPPH CF ABTS·+ FRAP DPPH CF 
Modelo 9,40 43,60 1,84 20,68 2 2 2 3 4,70 21,80 0,92 6,89 0,19 0,54 0,13 4,58 
Resíduo 175,65 282,82 50,10 9,03 7 7 7 6 25,09 40,40 7,15 1,51     
Total 185,05 326,42 51,90 29,71 9 9 9 9 20,56 36,27 5,77 3,30     
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Em relação às preparações enzimáticas com a mistura de duas ou mais enzimas 
(exceto a combinação de 0,5% de pectinases e 0,5% de protease), houve decréscimo no teor 
de compostos fenólicos dos extratos de sementes de uva, quando comparado ao controle, fato 
este não observado para os valores de ABTS·+ avaliado nas mesmas condições de hidrólise. 
De acordo com os dados experimentais encontrados para os compostos fenólicos e as 
propriedades antioxidantes de sementes de uva, verificou-se, de forma geral, que o uso 
somente com a enzima Flavourzyme® 500L, quando comparada com as demais preparações 
enzimáticas, proporcionou melhor qualidade dos extratos com potencial antioxidante. 
Resultados semelhantes foram encontrados por Araújo et al. (2019) com extratos 
de sementes de Adenanthera pavonina L. provenientes da hidrólise enzimática com proteases 
e com celulases (1:1). Embora os teores de fenólicos nos extratos de A. pavonina seja menor 
do que no tratamento controle, a inclusão da protease na hidrólise enzimática favoreceu a 
liberação de outros compostos antioxidantes, como os peptídeos bioativos. Presumivelmente, 
as proteases promovem a quebra das proteínas estruturais que fortalecem a estrutura da parede 
celular, além de contribuir para a liberação dos fenólicos presentes nos vacúolos celulares, 
quebrando o tonoplasto de proteína que os cerca (PINELO & MEYER, 2008).  
O emprego de proteases é pouco estudado na recuperação de compostos fenólicos 
antioxidantes em resíduos vitivinícolas, limitando-se apenas ao bagaço (LANDBO & 
MEYER, 2001; COSTOYA et al., 2010; CAMARGO et al., 2016). Efeitos da extração 
enzimática com proteases na recuperação de compostos fenólicos com propriedades 
antioxidantes já foram relatados em outros substratos vegetais, como por exemplo as sementes 
e as farinhas de tortas residuais de linhaça (RIBEIRO et al., 2013; SILVA et al., 2017b). 
Alguns trabalhos têm demonstrado o efeito significativo da Flavourzyme® 500L e de outras 
proteases na liberação de peptídeos antioxidantes em diversas matrizes vegetais (TOVAR-
PÉREZ et al., 2017; MAZLOOMI-KIYAPEY et al., 2019; MESHGINFAR et al, 2019). 
Silva et al. (2017b) mencionaram que a hidrólise enzimática com Alcalase® 2.4L 
de sementes de linhaça foi responsável pelo aumento de 6 e 4 vezes nas propriedades 
antioxidantes avaliadas pelos métodos ORAC e FRAP, respectivamente, quando comparados 
com os produtos não hidrolisados. Esse aumento foi associado com a exposição de ambos os 
anéis aromáticos dos compostos fenólicos e de resíduos aromáticos de proteínas, durante a 
hidrólise com Alcalase®. 
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A partir dos melhores resultados encontrados na aplicação de mistura de enzimas 
ou da enzima isolada (Flavourzyme® 500L) nos resíduos vitivinícolas utilizando o PEM, 
verificou-se a necessidade de estabelecer um estudo da cinética de extração enzimática, com 
intuito de melhorar a recuperação de compostos fenólicos antioxidantes. Na próxima seção 
serão apresentados e discutidos os efeitos das concentrações enzimáticas e dos tempos de 
hidrólise nas propriedades antioxidantes de extratos de bagaço e sementes de uva. 
5.4. Cinética de extração enzimática de compostos antioxidantes em resíduos 
vitivinícolas 
Na verificação da influência do tempo de extração e da concentração das enzimas 
sobre a recuperação de compostos antioxidantes, um estudo cinético foi realizado. As enzimas 
Multifect® Pectinase FE (2/3), Celluclast® 1.5L (1/6) e Flavourzyme® 500L (1/6) foram 
empregadas na hidrólise do bagaço de uva (Tabela 11), enquanto nas sementes, foi utilizada 
apenas a protease ácida (Flavourzyme), conforme os melhores resultados obtidos no PEM 
(Tabela 14). As hidrólises foram conduzidas utilizando a temperatura de 50°C e pH 5,0. 
Os valores dos fenólicos de extratos de bagaço de uva variaram de 16,3 a 24,9 mg 
AGE/g (Figura 14A). Os extratos produzidos com 1,5% (v:v) das enzimas durante 60 minutos 
de incubação tiveram o maior incremento, em torno de 43,05%, em relação ao seu controle. 
Na maior parte dos ensaios, os bagaços tratados enzimaticamente, independentemente da 
concentração, apresentaram extratos com maior teor de fenólicos, em comparação aos seus 
respectivos controles. Em relação ao tempo de reação, houve aumento ou decréscimo dos 
fenólicos a depender da concentração de enzimas aplicada nos bagaços. Neste estudo, a 
aplicação da maior concentração da mistura de enzimas (1,5%, v:v) proporcionou uma 
redução no tempo (60 minutos) na obtenção de extratos com propriedades antioxidantes de 
bagaço de uva, quando comparado a 0,5% (v:v) das enzimas durante 180 minutos.  
De forma geral, o tempo de extração longo associado ao emprego de maiores 
concentrações das enzimas, em condições de processo utilizando temperatura de 50°C e pH 
5,0, resultou em decréscimo nos teores de fenólicos dos extratos.  
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Figura 14. Compostos fenólicos totais (A) e capacidade antioxidante determinada pelo 
método ABTS.+ (B) de extratos de bagaço de uva em função da concentração de uma mistura 
de enzimas comerciais (Multifect® Pectinase, Celluclast® 1.5L e Flavourzyme® 500L) e do 
tempo de reação das hidrólises. 
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O tempo de extração, no entanto, pode se tornar um fator desfavorável, visto que 
em tempos longos de reação há degradação de compostos bioativos, devido à exposição à 
temperaturas elevadas ou processos de oxidação (MUNIGLIA et al., 2014). Além disso, os 
altos teores de alguns fenólicos liberados no processo de hidrólise podem inibir a atividade de 
enzimas pectinolíticas, celulolíticas e proteolíticas (FONTANA et al., 2013; KIM et al.; 2014; 
TOMAZ et al., 2016). 
Os valores das propriedades antioxidantes medidas pelos métodos ABTS·+, FRAP 
e DPPH dos extratos de bagaço de uva variaram de 119,1 a 141,2 µmol TE/g; de 62,5 a 81,2 
µmol TE/g e de 47,7 a 61,3 µmol TE/g, respectivamente (Figuras 14B, 15A e 15B). 
A atividade antioxidante dos extratos de bagaço de uva foi dependente da 
combinação dos fatores concentração de enzimas e tempo de hidrólise. Os maiores aumentos 
observados foram de 25,16% e 29,86% nos valores de atividade antioxidante medido pelo 
método ABTS.+ e FRAP dos extratos produzidos a partir dos bagaços de uva tratados com 
enzimas na concentração de 1,0 e 1,5% (v:v) durante 180 e 30 minutos, respectivamente, 
enquanto para o método DPPH, esse aumento foi de 24,65% nos extratos produzidos com os 
bagaços tratados com enzimas na concentração de 0,5% (v:v) durante 120 minutos.  
Em estudo realizado por Xu et al. (2014), foram verificados a influência de 
preparações enzimáticas (50 °C e pH 4,8) e do tempo de reação sobre o potencial antioxidante 
(fenólicos e DPPH) de cascas e sementes de uva ‘Noble’. Os empregos de pectinase (A. 
niger), de celulase (T. reesei) e de β-glucosidase (Sweet almonds) nas cascas aumentaram o 
potencial antioxidante dos extratos até 1, 8 e 8 h de hidrólise, respectivamente, seguido de 
decréscimo até 24 h de avaliação. A hidrólise com a mistura das três enzimas também 
aumentou a liberação de fenólicos das cascas durante as primeiras 4 h de incubação, enquanto 
os valores de DPPH permaneceram estáveis até as 24 h de hidrólise. Nas sementes, houve 
tendência de aumento nos valores dos fenólicos e DPPH, em função do tempo de hidrólise, 
até 4 h e 8 h de hidrólise, respectivamente. Em relação ao efeito do tratamento enzimático nas 
sementes, as preparações enzimáticas mostraram pouca influência no potencial antioxidante 
dos extratos. Isso decorre do fato que a parede celular das sementes de uva, segundo esses 
autores, é muito resistente à degradação química e biológica, bem como os seus principais 
fenólicos serem procianidinas, que por sua vez, são altamente polimerizadas e não são 
solúveis em água.  
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Figura 15. Capacidades antioxidantes determinadas pelos métodos FRAP (A) e DPPH (B) de 
extratos de bagaço de uva em função da concentração de uma mistura de enzimas comerciais 
(Multifect® Pectinase, Celluclast® 1.5L e Flavourzyme® 500L) e do tempo de reação das 
hidrólises.
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Os resultados encontrados no estudo da cinética de extração de fenólicos totais em 
sementes de uva, em função da concentração da enzima Flavourzyme® 500L e do tempo de 
reação das hidrólises são apresentados na Figura 16A.  
Os teores de fenólicos nos extratos de sementes de uva variaram de 11,7 a 18,0 
mg AGE/g. As farinhas de sementes de uva tratadas enzimaticamente com Flavourzyme® 
500L, independentemente da concentração, favoreceram a liberação dos fenólicos, 
contribuindo para o aumento das propriedades antioxidantes deste coproduto, quando 
comparado com o tratamento controle. Nos resultados obtidos também foi possível observar 
uma tendência de aumento nos teores de fenólicos nos extratos em função do tempo de 
hidrólise das farinhas de sementes de uva, tratados ou não com a enzima Flavourzyme® 500L. 
Os extratos produzidos com enzimas na concentração de 1,5% (v:v) durante 30 minutos de 
incubação tiveram o maior incremento para esta variável, em torno de 42,60%, em relação ao 
seu controle. 
Em outra matriz vegetal, Garcia-Mora et al. (2015) estudaram o efeito de duas 
proteases (Alcalase e Savinase) na liberação simultânea de fenólicos e peptídeos bioativos de 
sementes de feijão ‘Pinto’ e verificaram diferenças significativas (p < 0,05) quanto ao tipo de 
enzima e o tempo de hidrólise nas propriedades antioxidantes dos extratos. Os hidrolisados de 
sementes de feijão obtidos a partir da ação da Savinase, sobretudo após 90 e 30 minutos de 
reação, apresentaram os maiores valores de fenólicos e ABTS.+, em quase 11,5% e 16,3%, 
respectivamente, do que os hidrolisados obtidos com Alcalase. Por outro lado, o emprego da 
Alcalase mostrou maior eficiência na liberação de pequenos peptídeos (< 3 kDa) nos extratos, 
com aumento de 7%, aproximadamente, em relação ao tratamento com Savinase durante 120 
minutos de reação. Em relação ao método FRAP, os tratamentos enzimáticos, geralmente, 
provocaram redução no potencial antioxidante dos hidrolisados, com exceção da proteólise da 
Alcalase por 60 minutos, que resultou em um ligeiro aumento (p < 0,05). 
Diferentemente dos resultados obtidos com o emprego da mistura enzimática na 
hidrólise de bagaço de uva, o tempo de extração de 180 minutos associado a maior 
concentração de Flavourzyme® 500L (1,5%, v:v) não resultou na redução nos teores de 
fenólicos dos extratos de sementes de uva, em condições de processo empregando a 
temperatura de 50°C e pH 5,0. Isso indica que tempos de hidrólise maiores a 180 minutos 
podem ser requeridos para verificar se os valores de fenólicos dos extratos de sementes de uva 
atingiram ou não um platô, principalmente quando aplicadas concentrações superiores a 1,0% 
de Flavourzyme® 500L. 
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Figura 16. Compostos fenólicos totais (A) e capacidade antioxidante determinada pelo 
método ABTS.+ (B) de extratos de sementes de uva em função da concentração da enzima 
Flavourzyme® 500L e do tempo de reação das hidrólises. 
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Para as propriedades antioxidantes mensuradas pelos métodos ABTS.+, FRAP e 
DPPH de extratos de sementes de uva foram observadas variações de 68,5 a 91,9 µmol TE/g, 
de 59,9 a 75,4 µmol TE/g e de 29,7 a 45,5 µmol TE/g, respectivamente (Figura 17). É válido 
ressaltar que os resultados de atividade antioxidante foram dependentes da combinação dos 
fatores concentração de Flavourzyme® 500L e do tempo de hidrólise das sementes de uva. Os 
resultados mais expressivos para cada método empregado foram detectados nas seguintes 
condições: a) sementes de uva tratadas com 1,5% (v:v) de Flavourzyme® 500L durante 60 
minutos apresentaram aumento de 22,60% na atividade antioxidante medida pelo método 
ABTS.+; b) para o método FRAP houve aumento de 23,75% nas propriedades antioxidantes 
dos extratos obtidos de sementes de uva tratadas com 1,5% (v:v) de Flavourzyme® 500L 
durante 30 minutos; c) o tratamento com 1,5% (v:v) de Flavourzyme® 500L e tempo de 
reação de 60 minutos proporcionou um aumento de 31,42% na atividade antioxidante medida 
pelo método DPPH quando comparado ao controle. 
Após 120 minutos de incubação, os teores de compostos fenólicos continuaram 
aumentando de forma significativa (p ≤ 0,05) até 180 minutos de reação, fato este não 
observado para as propriedades antioxidantes (ABTS.+, FRAP e DPPH) dos extratos, que por 
sua vez, tiveram um ligeiro decréscimo nos seus valores em 6,0%, 3,4% e 8,0%, 
respectivamente. O decréscimo nas propriedades antioxidantes dos extratos de sementes de 
uva pode estar associado a uma redução na atividade da Flavourzyme® 500L pelos produtos 
gerados (fenólicos e peptídeos), ao efeito da competição entre produto e substrato, à 
diminuição de sítios de hidrólise disponíveis, ou ainda pela autodigestão enzimática (SOUZA 
et al., 2019).  
A cinética de extração enzimática é influenciada pela interação de vários fatores, 
cujo efeito deve ser avaliado em conjunto, tendo como os principais parâmetros as 
concentrações de enzimas e dos substratos e as condições de hidrólise, como pH, temperatura 
e tempo de reação (GAMA et al., 2017). No entanto, levar em consideração todos esses 
fatores simultaneamente, torna-se uma tarefa complexa, especialmente para substratos 
heterogêneos como o bagaço e as sementes de uva. A maioria dos estudos é capaz de explicar 
a hidrólise durante os estágios iniciais da reação, mas não nos estágios posteriores, onde a 
taxa de reação diminui devido à inibição pelo produto final, limitações de transferência de 
massa, inativação das enzimas e adsorção das enzimas no substrato (BOMMARIUS et al. 
2008; SARKAR & ETTERS, 2004; ZHANG et al. 1999). 
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Figura 17. Capacidades antioxidantes determinadas pelos métodos FRAP (A) e DPPH (B) de 
extratos de sementes de uva em função da concentração da enzima Flavourzyme® 500L e do 
tempo de reação das hidrólises. 
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Conforme já mencionado, alguns trabalhos têm demonstrado o efeito significativo 
das proteases na liberação de peptídeos antioxidantes em diversas matrizes vegetais 
(GARCIA-MORA et al., 2015; ARAÚJO et al., 2019). Em sementes de uva, algumas das 
informações desta natureza ainda são limitadas (YANG et al., 2011; LI et al., 2019). 
Li et al. (2019) avaliaram as propriedades antioxidantes de peptídeos e grau de 
hidrólise de proteínas extraídas de sementes de uva em diferentes condições de processo. 
Apesar destes autores não quantificarem os teores de fenólicos e/ou estudarem a cinética de 
extração enzimática destes e dos peptídeos antioxidantes, foram encontrados resultados 
promissores em relação aos parâmetros do processo de hidrólise de proteínas de sementes de 
uva. Os resultados obtidos mostraram que quando empregada a concentração da mistura de 
Alcalase® e Papaína (relação 7:3) até 2% houve aumento do grau de hidrólise proteica 
seguido de um ligeiro decréscimo, sob condições fixas de incubação (45ºC e pH 7,0). Em 
relação ao tempo de incubação, o aumento ocorreu até completar 180 minutos de reação, 
utilizando 2% da mistura enzimática (50 ºC e pH 7,4), seguido também de ligeiro decréscimo 
no grau de hidrólise. As propriedades antioxidantes foram avaliadas em função da 
concentração dos hidrolisados proteicos das sementes de uva. Os valores de inibição de 
radicais DPPH foram de 19,25 e 41,03% quando empregadas as concentrações de 120 e 160 
μg/mL dos hidrolisados proteicos, respectivamente. 
Pelo conjunto de dados, avaliando globalmente os resultados, as melhores 
condições do processo foram obtidas quando os extratos foram produzidos utilizando bagaço 
e sementes de uva hidrolisadas com 1,5% (v:v) da mistura enzimática ou apenas 
Flavourzyme® 500L, respectivamente, durante 60 minutos de incubação. Nessas condições, 
foram observados nos extratos de bagaço de uva aumentos de 45,13%, 18,59%, 15,58% e 
16,89% no teor de compostos fenólicos totais e atividades antioxidantes medidas pelos 
métodos ABTS, FRAP e DPPH, respectivamente, em relação às reações do tipo controle. Em 
relação aos extratos de sementes de uva, a emprego da Flavourzyme® 500L proporcionou 
aumentos de 19,10%, 22,60%, 22,15% e 31,42% no teor de compostos fenólicos totais e 
atividades antioxidantes avaliadas pelos métodos ABTS, FRAP e DPPH, respectivamente. 
Portanto, o estudo dos parâmetros tempo de reação e concentração das enzimas foi 
importante na recuperação de compostos bioativos de resíduos vitivinícolas, que a depender 
da combinação destes fatores, repercutiram positivamente ou negativamente no potencial 
antioxidante dos extratos. O emprego de mistura de enzimas com atividades múltiplas foi 
mais eficiente na hidrólise de bagaço de uva, enquanto nas sementes, a aplicação de enzimas 
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isoladas proporcionou os melhores resultados. Corroborando com Chan et al. (2014), os 
efeitos de parâmetros operacionais, como a temperatura de incubação e o pH do sistema, 
foram considerados cruciais para EAE de compostos antioxidantes de resíduos vitivinícolas. 
Em nosso estudo, praticamente todos os parâmetros estudados influenciaram as respostas 
obtidas, como: proporção/concentração das enzimas, duração do processo de hidrólise, 
temperatura de incubação e pH da reação de hidrólise. A escolha destes parâmetros foi 
fundamental para a otimização da extração dos compostos de interesse.  
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6. Conclusões 
Após a obtenção das farinhas de bagaço e de sementes de uva, foram produzidos 
os extratos com propriedades antioxidantes utilizando a EAE. Os extratos obtidos a partir das 
hidrólises destas farinhas exibiram potencial antioxidante maior do que as que não receberam 
o tratamento enzimático, a depender das condições do processo. 
Entre as variáveis independentes estudadas nos planejamentos experimentais, a 
temperatura de incubação foi considerada a mais importante no processo de hidrólise 
enzimática de bagaço de uva. De modo geral, o aumento na temperatura de incubação incidiu 
na melhoria das propriedades antioxidantes dos extratos. 
O emprego de misturas de enzimas com múltiplas atividades catalíticas foi mais 
eficiente do que as enzimas isoladas na obtenção de extratos com propriedades antioxidantes 
de bagaço, enquanto nos extratos de sementes de uva, a aplicação somente da enzima 
Flavourzyme® 500L (protease) proporcionou o melhor resultado.  
No estudo de cinética enzimática, foi possível verificar a forte influência do tempo 
de reação de hidrólise e da concentração das enzimas. Os extratos de bagaço e de sementes de 
uva provenientes de farinhas hidrolisadas com 1,5% (v:v) de uma mistura enzimática 
(Multifect® Pectinase FE, Celluclast® 1.5L e Flavourzyme® 500L) ou apenas da 
Flavourzyme® 500L durante 60 minutos apresentaram o maior potencial antioxidante.  
Os extratos obtidos nas melhores condições do processo de hidrólise enzimática 
de resíduos vitivinícolas, principalmente o bagaço (cascas, sementes e polpa residual), 
apresentaram propriedades antioxidantes, representando uma fonte de compostos fenólicos 
antioxidantes benéficos à saúde e que podem ser explorados pelos diferentes setores 
industriais, na produção de ingredientes funcionais, insumos e suplementos alimentares, 
medicamentos e cosméticos.  
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